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Résumé

L’insuffisance rénale aiguë (IRA) est une complication fréquente du sepsis
qui peut augmenter la mortalité du patient jusqu’à 70 %. L’effondrement
de la perfusion rénale globale a longtemps été considéré comme le facteur
essentiel d’apparition de lésions cellulaires hypoxiques à l’origine de la dé-
faillance du rein. Cependant, de nouvelles recherches ont suggéré que ce
paradigme était trop simpliste et il est maintenant admis que l’origine des
lésions rénales est multifactorielle. Les mécanismes qui sous-tendent l’appa-
rition d’une telle défaillance sont complexes et impliquent la dérégulation
de la réponse inflammatoire, l’altération de la microcirculation rénale et la
perturbation des processus bioénergétiques.

Pour déterminer les mécanismes mis en jeu dans la modulation respiratoire
des cellules rénales lors d’un sepsis, nous avons développé un modèle in vitro
d’IRA septique qui consiste à soumettre des cellules tubulaires rénales hu-
maines (HK-2) à une endotoxine (lipopolysaccharide, LPS). Par l’utilisation
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des deux techniques de respirométrie de haute résolution et de spectrosco-
pie de résonance paramagnétique électronique, nous avons alors montré que
l’incubation des cellules HK-2 avec le LPS induit une diminution significa-
tive de leur consommation en oxygène. Étonnamment, le retour dans un
environnement sans endotoxine ne s’accompagne pas d’un rétablissement
de l’activité respiratoire des cellules. Nous avons donc émis l’hypothèse que
cette décroissance irréversible dans la consommation en oxygène des cel-
lules rénales traitées au LPS serait due à une sous-régulation métabolique
pathologique se traduisant par l’incapacité des cellules à utiliser l’oxygène
disponible pour produire de l’ATP.

Pour confirmer cette hypothèse d’hypoxie cytopathique, nous avons démon-
tré que cette altération de la respiration des cellules HK-2 provient sur-
tout d’un dysfonctionnement de l’activité métabolique des mitochondries.
À la suite du traitement LPS, la phosphorylation oxydative est interrompue
consécutivement à l’inhibition de l’activité de la cytochrome c oxydase. Par
conséquent, le flux d’électrons et le pompage des protons sont perturbés
au niveau de la chaîne respiratoire, conduisant à une chute du potentiel
de membrane mitochondrial, une libération de facteurs pro-apoptotiques et
une diminution de la production d’ATP. À long terme, cette perturbation
métabolique conduit les cellules vers une mort majoritairement apoptotique.

Pour clarifier le mécanisme par lequel le LPS provoque des altérations mi-
tochondriales, nous avons étudié la possible génération d’un stress oxydant
au sein des cellules HK-2. De façon intéressante, nous avons révélé que l’in-
duction d’un stress oxydant dans le cytosol des cellules HK-2 traitées au
LPS est un événement qui apparaît avant la dysfonction mitochondriale.
Cet état redox primaire est notamment dû à l’activation des deux enzymes
NADPH oxydase 4 (NOX 4) et NO synthase inductible (iNOS). La produc-
tion concomitante de leurs sous-produits, à savoir l’anion superoxyde et le
monoxyde d’azote, suggère fortement la formation du peroxynitrite, puis-
sant oxydant relativement stable qui peut diffuser dans les compartiments
mitochondriaux et y induire des réactions cytotoxiques. À notre connais-
sance, notre modèle révèle pour la première fois la contribution de l’anion
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Résumé

superoxyde originaire de NOX 4 dans les lésions tubulaires rénales.

Par ailleurs, après avoir été la cible du stress oxydant, les mitochondries de-
viennent elles-mêmes par la suite génératrices d’espèces réactives de l’oxy-
gène qui perpétuent le dysfonctionnement mitochondrial. Il semble donc
qu’un mécanisme de cycle redox induit par un stress oxydant soit la cause
principale de l’altération de la fonction mitochondriale des cellules HK-2
traitées au LPS. Le rôle des espèces oxydantes dans le dysfonctionnement
mitochondrial induit par le LPS a d’ailleurs été confirmé avec l’utilisation
d’inhibiteurs de la iNOS ou d’antioxydants qui préservent l’activité de la cy-
tochrome c oxydase et empêchent la dissipation du potentiel de membrane
mitochondrial.

Dans l’ensemble, ces résultats suggèrent que l’IRA induite par le sepsis ne
doit pas seulement être considérée comme une défaillance de l’énergétique
cellulaire, mais plutôt comme une réponse intégrée qui comporte une signa-
lisation intracellulaire redox, une perturbation de l’activité mitochondriale
et une réorientation métabolique tels que l’apoptose.
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Abstract

Acute kidney injury (AKI) is a frequent complication of sepsis that can in-
crease mortality as high as 70%. The pathophysiology of this kidney failure
was previously believed to be secondary to decreased global renal perfu-
sion causing hypoxia-induced injury. However, new research suggests this
paradigm is overly simplistic, and injury is now considered multifactorial
in origin. Mechanisms that contribute to kidney injury mainly include in-
flammation, alterations in microvascular renal blood flow and changes in
bioenergetics.

To study the mechanism of oxygen regulation in acute kidney injury during
sepsis, we developed a sepsis-induced in vitro model using proximal tubular
epithelial cells (HK-2) exposed to a bacterial endotoxin (lipopolysaccharide,
LPS). Our first investigation, by using both high-resolution respirometry
and electron spin resonance spectroscopy, showed that HK-2 cells exhibit a
decreased oxygen consumption rate when treated with LPS. Surprisingly,
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this cellular respiration alteration persists even after the stress factor is
removed. We suggested that this irreversible decrease in renal oxygen con-
sumption after LPS challenge is related to a pathologic metabolic down-
regulation such as a lack of oxygen utilization by cells for ATP production.
In the long term, this metabolic disturbance leads cells to a predominantly
apoptotic death.

To confirm this hypothesis of cytopathic hypoxia, we demonstrated that this
alteration in the renal respiratory function is mainly due to an impairment in
the metabolic activity of HK-2 cell mitochondria. Following LPS treatment,
the oxidative phosphorylation is interrupted because of the inhibition of
cytochrome c oxidase activity. As a consequence, disruptions in the electron
transport and the proton pumping across the system occur, leading to a
decrease of the mitochondrial membrane potential, the release of apoptotic-
inducing factors and a decrease in ATP production.

To clarify the mechanism by which the LPS induces mitochondrial alter-
ations, we studied the oxidative stress generation in HK-2 cells. Interest-
ingly, we revealed that the induction of a cytosolic oxidative stress is an
event that appears before mitochondrial dysfunction in the LPS-treated
HK-2 cells. This primary redox state is notably due to the activation of the
two enzymes NADPH oxidase 4 and inducible NO synthase. The simulta-
neous production of anion superoxide and nitric oxide strongly suggests the
formation of peroxynitrite, a relative stable powerful oxidant that can dif-
fuse through mitochondrial compartments and undergo cytotoxic reactions.
To our knowledge, our model reveals for the first time the role of NADPH
oxidase-derived cytosolic ROS in triggering tubular cell damage.

Moreover, after being first target of the oxidative stress, mitochondria be-
come in turn producer of reactive oxygen species that carry on mitochondrial
dysfunction. It seems thus that a mechanism of oxidative stress-induced re-
dox cycling is a main cause of the mitochondrial dysfunction of LPS-treated
HK-2 cells. The role of oxidants in mitochondrial dysfunction was further
confirmed by the use of iNOS inhibitors or antioxidants that preserve cy-
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Abstract

tochrome c oxidase activity and block mitochondrial membrane potential
dissipation.

Overall, these results suggest that sepsis-induced AKI should not only be
regarded as failure of energy status but also as an integrated response,
including transcriptional events, ROS signaling, mitochondrial activity and
metabolic orientation such as apoptosis.
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Introduction

Le sepsis est l’un des plus anciens et des plus insaisissables syndromes de la
médecine clinique. Souvent décrit comme un « empoisonnement du sang »,
il fut longtemps considéré comme une infection systémique, résultat de l’in-
vasion par des organismes pathogènes de la circulation sanguine du patient.
Cependant, avec l’avènement des antibiotiques modernes, cette théorie mi-
crobienne ne permettait pas d’expliquer entièrement la pathogenicité du
sepsis. En effet, de nombreux patients septiques mourraient malgré l’éradi-
cation complète de l’agent pathogène initiateur. Les chercheurs suggérèrent
dès lors que l’origine du sepsis proviendrait du patient lui-même plutôt que
du micro-organisme. C’est en 1992 que le sepsis fut finalement défini comme
le syndrome de réponse inflammatoire systémique lié à une infection, deve-
nant sepsis sévère lorsqu’il est accompagné d’une défaillance d’au moins un
organe [1].

Depuis, des progrès considérables dans la connaissance de la physiopatho-
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logie du sepsis ont été réalisés mais la mortalité liée à ce syndrome reste
toujours trop importante [2]. L’échec des études visant à améliorer le pro-
nostic des patients septiques, en augmentant la délivrance systémique en
oxygène, a entraîné la prise de conscience qu’une « macrocircualtion nor-
male » n’était pas forcément une garantie d’une « oxygénation adéquate »
des tissus [3, 4]. Cela a ouvert le champ à une expérimentation de plus en
plus étoffée et poussée sur les atteintes microcirculatoires et cellulaires au
cours du sepsis sévère. Vers le milieu des années 1990, le groupe de M. Fink
montrait que le sepsis induit chez le porc par une injection de LPS s’accom-
pagnait d’une perturbation métabolique de la muqueuse intestinale alors
que la pression partielle en oxygène tissulaire restait élevée [5]. Ces observa-
tions ont permis d’introduire le concept de défaut d’utilisation de l’oxygène
par les mitochondries des cellules ou « hypoxie cytopathique » comme res-
ponsable de la défaillance d’organes et le décès des patients septiques [6].

C’est dans ce contexte médical que se place cette thèse de doctorat qui
s’est intéressée à la dysfonction rénale induite lors du sepsis. En mettant en
place un modèle cellulaire d’inflammation, elle a cherché à vérifier si cette
hypothèse d’hypoxie cytopathique pouvait expliquer l’apparition d’une dé-
faillance rénale au cours du sepsis. En particulier, elle a essayé de préci-
ser le lien qui existe entre respiration cellulaire, dysfonction mitochondriale
et stress oxydant. Ces phénomènes sont en effet des facteurs essentiels du
développement d’atteintes tubulaires rénales. L’objectif du travail a été de
déterminer les mécanismes métaboliques et oxydants qui sous-tendent le
dysfonctionnement mitochondrial des cellules rénales soumises à un stress
endotoxinique.

Ce manuscrit s’articule dès lors en deux parties. La première propose un état
de l’art sur le sepsis et la défaillance rénale et se décompose en 2 chapitres.
La seconde expose l’ensemble des résultats obtenus lors de la mise en place
du modèle expérimental et se décompose en 3 chapitres.
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Introduction

Le chapitre 1 propose une revue générale du sepsis en s’intéressant notam-
ment à son étiologie, ses mécanismes et ses conséquences. Ce syndrome
clinique est aujourd’hui considéré comme une réponse dérégulée du sys-
tème immunitaire du patient face à une infection. La reconnaissance des
micro-organismes pathogènes par les récepteurs de type Toll déclenche une
production massive de cytokines qui aboutit à un état pro-inflammatoire et
pro-coagulant à l’origine de l’apparition du syndrome de défaillance multi-
viscérale. Depuis quelques années, il est d’ailleurs apparu que le sepsis était
un facteur de risque important d’apparition de l’insuffisance rénale aiguë.

Le chapitre 2 rappelle brièvement quelques aspects de la physiologie du rein
qui permettent d’exposer, par la suite, les mécanismes connus impliqués
dans la défaillance rénale lors d’un sepsis. En particulier le rôle du mo-
noxyde d’azote dans la diminution de la perfusion rénale, ainsi que le rôle
des espèces réactives de l’oxygène dans l’apparition des lésions tubulaires
rénales sont mis en avant. En effet, le mécanisme le plus souvent proposé
aujourd’hui pour expliquer l’altération de la fonction rénale est l’apparition
de lésions ischémiques induites par la vasoconstriction rénale. Cependant,
depuis quelques années, un nouveau mécanisme a émergé et propose d’ex-
pliquer cette défaillance par un déficit de l’extraction de l’oxygène par les
cellules rénales.

Le chapitre 3 expose l’étude mise en place pour vérifier cette hypothèse de
dysoxie tissulaire par l’utilisation d’un modèle cellulaire d’inflammation du
rein induite par une endotoxine bactérienne. Il est apparu que sous stress
inflammatoire, les cellules rénales tentent effectivement de se préserver dans
un premier temps en réduisant leur activité métabolique, en utilisant moins
d’oxygène et en produisant moins d’ATP. Cependant, à long terme, ce mé-
canisme de défense ne suffit plus et les cellules finissent par mourir par
apoptose.

Le chapitre 4 montre que l’investigation a permis de déterminer les effets du
sepsis sur la fonction mitochondriale des cellules rénales. En effet, bien qu’il
existe de plus en plus de preuves que la mitochondrie joue un rôle central
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dans le sepsis, la nature des défauts mitochondriaux et leurs conséquences
sur les processus énergétiques des cellules rénales n’ont pas encore été bien
caractérisées. Il est alors apparu que l’interruption de la phosphorylation
oxydative des mitochondries est effectivement à l’origine de l’incapacité des
cellules rénales à utiliser l’oxygène pour produire l’ATP nécessaire à son
métabolisme.

Le chapitre 5 présente les voies de signalisation intracellulaire possibles qui
sous-tendent l’action du LPS sur les mitochondries et qui conduisent à une
altération de la respiration des cellules HK-2. Il révèle notamment que les
espèces réactives de l’oxygène semblent être un des médiateurs principaux
dans la signalisation intracellulaire. Cette dernière semble s’effectuer en deux
temps : tout d’abord, une initiation cytosolique d’un stress oxydant induit
par les enzymes pro-inflammatoires NADPH oxydase 4 et NO synthase in-
ductible, suivi d’un maintien de cet état redox par la production mitochon-
driale d’espèces réactives de l’oxygène.

En conclusion, nous proposons un schéma qui résume l’ensemble des ef-
fets délétères métaboliques et oxydants induits par le LPS sur la fonction
respiratoire des cellules rénales.
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CHAPITRE 1

Le sepsis chez l’homme

Le sepsis décrit un syndrome clinique complexe qui résulte d’une réponse
inappropriée et nuisible du système immunitaire du patient face à une in-
fection. Dans ce cas, la plupart des composants de la réponse immunitaire
innée qui participent normalement à la défense de l’hôte peuvent, sous cer-
taines conditions, causer des dommages cellulaires et tissulaires et entraîner
un dysfonctionnement d’un ou de plusieurs organes. Le syndrome de dé-
faillance multi-viscérale s’établit alors et une prise en charge rapide par le
corps médical devient nécessaire.

Ce chapitre tente de donner une vision globale des mécanismes biochimiques
et immunologiques qui se mettent en place lors du dérèglement de la réponse
inflammatoire associée au sepsis. Notamment, la découverte des récepteurs
de type Toll a permis une avancée majeure dans la compréhension de la voie
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de signalisation qui conduit à l’expression de médiateurs pro-inflammatoires.
Ainsi, ce sont les états pro-inflammatoire et pro-coagulant présents lors du
sepsis qui favorisent largement l’apparition de défaillance d’organes.
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1. Le sepsis chez l’homme

1.1 Description clinique du sepsis

1.1.1 Trois états septiques

Le concept de sepsis est aujourd’hui largement admis par les cliniciens, les
médecins et les chercheurs bien qu’il s’agisse d’un phénomène complexe dif-
ficile à définir. Le sepsis apparaît lorsque la réponse immunitaire du patient
face à une infection, initialement régulée, n’est plus contrôlée et s’amplifie.
Bone et al. ont proposé de classifier l’état septique clinique en trois catégo-
ries :

1. Le « sepsis » est un syndrome de réponse inflammatoire systémique (SRIS)
lié à une infection.

2. Le « sepsis sévère » est un sepsis avec dysfonction d’au moins un organe
et hypotension artérielle 1.

3. Le « choc septique » est un sepsis sévère avec hypotension artérielle per-
sistante en dépit d’une expansion volémique adaptée 2 [1].

Il est fondamental que les cliniciens et les chercheurs disposent de critères
diagnostiques qui permettent de conclure sur l’état septique du patient.
Malheureusement, ces critères sont nombreux et jamais spécifiques au sep-
sis. Les signes d’une défaillance précoce d’organe pourraient être utilisés
comme premiers symptômes de cette évaluation, mais ce diagnostic ne serait
alors conclu que trop tard, lorsque la sévérité du cas a augmenté. Générale-
ment, des éléments tels que l’instabilité hémodynamique, l’hypoxémie et la
coagulopathie sont des critères employés pour établir le diagnostic de sepsis
[7].

Quel que soit l’état septique du patient, une prise en charge médicale rapide
est nécessaire. En effet, une étude épidémiologique effectuée par Angus et al.
au début des années 2000 en Amérique du Nord a montré que la mortalité

1. La pression artérielle est anormalement basse. Typiquement, le seuil de pression
artérielle systolique est habituellement inférieur à 90 mmHg.

2. L’expansion volémique est une technique médicale qui consiste à perfuser un soluté
dans la circulation sanguine par voie veineuse afin d’augmenter la volémie.
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1.1. Description clinique du sepsis

liée au sepsis atteignait approximativement 30% et augmentait avec la sé-
vérité du syndrome, atteignant jusqu’à 50% pour les cas de sepsis sévère et
70% pour les cas de choc septique [2]. Ces taux sont d’autant plus alarmants
qu’ils concernaient des patients ayant reçu les meilleurs soins possibles dans
les unités de soins intensifs des hôpitaux.

La complexité dans le traitement du sepsis provient du fait que la morbidité
peut provenir de l’infection et/ou de la réponse à l’infection. Ainsi, les inter-
ventions thérapeutiques visant à moduler la réponse inflammatoire peuvent
avoir un impact défavorable sur l’évolution de l’infection. Inversement, les
interventions thérapeutiques visant à moduler l’infection seront peu efficaces
si la morbidité dépend de la réponse de l’hôte à l’inflammation [7].

1.1.2 Deux phénomènes cliniques comme origine

Le sepsis est donc le syndrome clinique qui naît de la coexistence de deux
phénomènes cliniques, à savoir une infection et une réponse inflammatoire
systémique. Ceci est illustré dans la Fig. 1.1.

Fig. 1.1 – Illustration des relations existantes entre SRIS et infec-
tion. C’est uniquement lorsqu’un SRIS apparaît au cours d’une
infection, qu’un sepsis, sepsis sévère ou choc septique est diag-
nostiqué suivant la sévérité de la maladie. Illustration inspirée de
[1].
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1. Le sepsis chez l’homme

1.1.2.1 Infection

L’infection se définit comme un processus pathologique provoqué par l’inva-
sion de l’organisme par des micro-organismes pathogènes ou potentiellement
pathogènes. Ses manifestations cliniques résultent du conflit entre virulence
du germe et capacité de résistance de l’hôte. Le site, le type et l’ampleur de
l’infection ont alors un impact significatif sur le pronostic 3. La réponse de
l’hôte est donc différente suivant que l’agent pathogène est une bactérie à
Gram positif ou à Gram négatif.

L’étude d’Angus et al. a montré que les principaux sites d’infection à l’ori-
gine d’un sepsis sont les poumons, la cavité abdominale, l’appareil urinaire
et le système sanguin [2]. Dans la moitié des cas, l’infection microbienne est
diagnostiquée et, dans 60% de ces cas, les bactéries à Gram négatif en sont
l’origine [2, 8]. C’est pourquoi cette thèse s’intéresse au sepsis dont l’origine
est une infection par les bactéries à Gram négatif.

1.1.2.2 SRIS

L’activation systémique de la réponse inflammatoire innée du patient n’est
pas spécifique au sepsis et peut être déclenchée par une variété de conditions
infectieuses et non infectieuses (Fig. 1.1). Le diagnostic du SRIS associé est
alors établi lorsque le patient présente au moins deux des signes cliniques
suivants :
– hyper- ou hypo- thermie : température corporelle > 38°C ou < 36°C ;
– tachycardie : fréquence cardiaque > 90 min−1 ;
– hyperventilation : fréquence respiratoire > 20 min−1 ;
– hyper- ou hypo- leucocytose : > 12000 µL−1 ou < 4000 µL−1.

3. Prédiction concernant l’évolution future de l’état du patient et les chances éven-
tuelles de guérison.
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Cependant, ces critères cliniques sont trop peu spécifiques et doivent sou-
vent être complétés par des marqueurs biochimiques et/ou immunologiques
plus concrets, tels que le taux de protéines pro-inflammatoires. Malheureu-
sement, à ce jour, il n’existe pas encore de caractérisation clinique absolue
du SRIS [7].

1.1.3 Une réponse dérégulée

Le sepsis correspond donc à une dissémination à l’ensemble de l’organisme
d’une réaction inflammatoire initiée au niveau d’un site local infecté. Les cel-
lules de la zone infectée, bien que n’étant pas des cellules immunitaires, ont
néanmoins la capacité de répondre à la présence du pathogène par l’activa-
tion d’une réaction de défense. Sa principale caractéristique est une relation
de proportionnalité entre, d’une part, l’amplitude et la durée d’exposition
aux pathogènes et, d’autre part, l’amplitude et la durée de la réponse des
cellules hôtes non immunitaires. Le but de cette première réponse est de
permettre à toute cellule de l’organisme de se défendre contre les patho-
gènes par des mécanismes non spécifiques en attendant la mise en jeu de la
reconnaissance de l’infection par le système immunitaire [9].

Après la mise en place de la réponse immunitaire, si les micro-organismes
persistent et prolifèrent, la réponse inflammatoire continue, s’amplifie et va
bloquer les pathogènes par la formation d’abcès. Si l’hôte ne parvient tou-
jours pas à limiter la multiplication des pathogènes à une phase initiale, une
réponse systémique s’établit et se caractérise par un processus d’amplifica-
tion [10]. Les mécanismes à l’origine de cette amplification ne sont toujours
pas connus. À la fois la virulence du pathogène et la résistance de l’hôte
régulent la gravité de la réponse inflammatoire. La virulence du pathogène
dépend du type, du nombre et de la localisation des micro-organismes enva-
hisseurs. La résistance de l’hôte est déterminée par plusieurs facteurs dont
l’âge, le sexe, la prédisposition génétique, la nutrition, les médicaments et
certaines maladies telles que le cancer ou le diabète [11].
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1.2 Mécanismes impliqués dans l’inflammation

Le dérèglement de la réponse immunitaire est donc inhérent au sepsis. Pour
déterminer la physiopathologie du sepsis, il faut s’intéresser particulièrement
aux mécanismes physiologiques qui régulent la réaction du patient vis-à-vis
d’une agression par un agent pathogène [12]. Cette réaction consiste es-
sentiellement en la reconnaissance rapide du danger potentiel et à la mise
en place d’une défense anti-microbienne organisée. Le système immunitaire
inné apporte une défense quasi-immédiate contre l’agent infectieux et dé-
clenche la réponse immunitaire adaptative qui permet d’amplifier la réponse
immunitaire et de fournir une réponse spécifique à l’antigène [13].

Les études scientifiques se sont tout d’abord largement intéressées aux mé-
canismes impliqués dans la réponse spécifique à l’agent infectieux apportée
par le système immunitaire adaptatif. Cependant, il ne permet pas à lui
seul de contrôler les infections. En effet, l’amplification clonale des lympho-
cytes naïfs 4 et leur différenciation en cellules effectrices prennent plusieurs
jours, alors que de nombreux micro-organismes agissent sur l’organisme
en quelques dizaines de minutes [14]. Des mécanismes de défense doivent
donc se mettre en place pour combattre quasi-immédiatement l’invasion
des micro-organismes. Ce rôle est joué par le système immunitaire inné. Il
agit en ligne de front et neutralise les micro-organismes par la phagocytose
et l’action de molécules telles que les peptides antimicrobiens, le système du
complément et les radicaux libres. En parallèle, il va également déclencher
et orienter la réponse immunitaire adaptative en contrôlant l’expression de
cytokines et de molécules costimulatrices [14].

Cette réponse innée est déclenchée par la détection des micro-organismes par
une famille de récepteurs, les récepteurs de type Toll. La découverte récente
de ces récepteurs représente une avancée majeure dans la compréhension des
mécanismes moléculaires impliqués dans l’interaction hôte-pathogène [15].
En effet, ceux-ci peuvent reconnaître les structures moléculaires associées

4. C’est-à-dire l’expansion clonale des lymphocytes dont les récepteurs reconnaissent
un antigène exprimé par l’agent infectieux.
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aux pathogènes et initier une réponse inflammatoire systémique. En par-
ticulier, c’est le récepteur TLR4 qui, en détectant les lipopolysaccharides
des bactéries à Gram négatif, reconnaît leur caractère toxique et initie la
réaction de l’hôte vis-à-vis de ces micro-organismes [12].

1.2.1 La détection du LPS par TLR4

1.2.1.1 PAMPs et PRRs

Le processus inflammatoire lié au sepsis est déclenché par la détection de
motifs structuraux, caractéristiques des pathogènes, par le système immu-
nitaire de l’hôte. Ces motifs moléculaires associés aux pathogènes (PAMPs)
sont véritablement la signature moléculaire spécifique de groupes de micro-
organismes et sont caractérisés par les trois propriétés suivantes [16, 17] :

1. Ils sont absents des cellules de l’hôte.

2. Ils sont communs à de nombreuses espèces de micro-organismes, ce qui
permet de reconnaître l’énorme diversité des microbes par un nombre
restreint de récepteurs.

3. Ils sont essentiels à la survie des micro-organismes, ce qui limite l’appa-
rition de mutants échappant à la reconnaissance.

Les PAMPs sont reconnus par le système immunitaire inné grâce à des ré-
cepteurs qui leur sont complémentaires, à savoir les récepteurs de reconnais-
sance de motifs moléculaires (PRRs). Cette reconnaissance est indispensable
et permet de fournir une réponse rapide en agissant directement sur l’agent
pathogène [16, 17]. Il existe deux grandes classes de PRRs qui se distinguent
par leur localisation :

1. Les PRRs solubles se trouvent dans le plasma sanguin et se lient aux
pathogènes soit pour favoriser leur phagocytose soit pour les détruire
directement.

2. Les PRRs membranaires sont présents à la surface des cellules du sys-
tème immunitaire inné mais également à la surface de certaines cellules
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ayant un contact avec le milieu extérieur (cellules épithéliales pulmo-
naires, cellules digestives, cellules de l’épiderme, etc). Ils permettent la
reconnaissance des pathogènes et leur phagocytose sans induire de réac-
tion inflammatoire [18].

1.2.1.2 TLRs

À la fin des années 1990, une nouvelle famille de récepteurs membranaires,
dont le principal membre est le récepteur Toll, a été identifiée chez la dro-
sophile et joue un rôle essentiel dans la réponse anti-infectieuse [19]. À la
suite de la détection d’un pathogène, ces récepteurs sont capables d’induire
une cascade de signalisation intracellulaire qui aboutit à la transcription
de gènes de l’inflammation et à la synthèse de peptides anti-microbiens. La
découverte d’autres récepteurs similaires à Toll et la démonstration de leur
rôle respectif dans la défense anti-microbienne ont définitivement confirmé
l’importance de cette famille de récepteurs dans l’immunité innée des in-
sectes. La découverte de récepteurs homologues au Toll de la drosophile
chez l’homme a permis d’étendre ces conclusions aux mammifères [20].

Les homologues de Toll chez l’homme sont appelés récepteurs de type Toll
(TLRs). Ces récepteurs sont de type transmembranaire. Ils possèdent un
domaine extracellulaire composé de la répétition de motifs riches en leucines,
une courte portion transmembranaire et un domaine intracellulaire qu’ils
partagent avec les membres de la famille des récepteurs de l’interleukine 1
(domaine TIR). Le domaine extracellulaire diffère d’un TLR à l’autre et
est directement impliqué dans la reconnaissance et la fixation des PAMPs.
Quant au domaine intracellulaire, il est commun à l’ensemble des TLRs et
cible l’activation du facteur de transcription nucléaire kappa B (NF-κB) qui
induit l’expression de gènes pro-inflammatoires.

Actuellement, dix récepteurs de type Toll ont été identifiés (TLR1-TLR10)
et reconnaissent une large gamme de motifs moléculaires spécifiques associés
aux protéines bactériennes, virales et fongiques (Tab. 1.1).
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PAMP Pathogènes TLR
Lipoprotéine Eubactéries 1, 2 & 6
Peptidoglycane Bacilles à Gram positif 2 & 6
ARN double brin Virus 3
LPS Bacilles à Gram négatif 4
Flagelline Bactéries à flagelles 5
Zymosan Levures, Champignons 6
ARN simple brin Virus 7 & 8
Imidazoquinoline Virus 7 & 8
ADN Eubactéries 9
Inconnu Micro-organismes 10

Tab. 1.1 – Exemples de PAMPs et TLRs correspondant [12, 13,
14, 15]

1.2.1.3 TLR4, récepteur du LPS

Comme nous l’avons signalé dans la sous-section 1.1.2.1, la grande majorité
des cas septiques apparaissent à la suite d’une infection par les bactéries à
Gram négatif. Le principal PAMP associé à ce micro-organisme est le lipo-
polysacharide (LPS). Cette endotoxine est ancrée par sa partie lipidique, le
lipide A, dans la bicouche phospholipidique de la membrane externe de la
paroi bactérienne (Fig. 1.2). C’est en fait cette partie lipidique de l’endo-
toxine qui est détectée par le système immunitaire et qui est responsable
de la toxicité des bactéries à Gram négatif. Le LPS est d’ailleurs souvent
utilisé dans les modèles expérimentaux pour induire le sepsis [21, 22].

Lors d’une invasion bactérienne de l’organisme, le LPS est reconnu par un
récepteur membranaire spécifique, à savoir le cluster de différenciation 14
(CD14). L’importance de cette protéine dans la réponse cellulaire induite
par le LPS a été mise en évidence à l’aide de souris génétiquement modi-
fiées (souris knock-out). Il a ainsi été montré que l’injection d’une dose de
LPS, habituellement létale chez la souris, est sans effet chez des souris qui
n’expriment pas le CD14 [23]. Cependant, cette protéine n’a pas d’action di-
recte sur la signalisation intracellulaire induite par le LPS. En effet, elle est
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ancrée sur la partie externe de la membrane cytoplasmique par une queue
lipidique mais ne possède pas de domaine cytosolique susceptible d’induire
une signalisation. De nombreuses études génétiques ont permis de montrer
que le corécepteur du CD14, capable d’induire une signalisation cellulaire
au travers de la membrane et d’activer les cellules, est le TLR4 [24]. Ainsi,
l’absence ou l’inactivation du TLR4 supprime totalement la sensibilité au
LPS [25, 26].

Fig. 1.2 – La paroi des bactéries à Gram négatif montre une
structure en 3 couches : la membrane externe (bicouche phos-
pholipidique incluant des protéines et les lipopolysaccharides), la
peptidoglycane et la membrane plasmique. Illustration tirée de [27].

Néanmoins, si la présence de TLR4 est nécessaire pour induire un signal
cellulaire, elle n’est pas suffisante. Une deuxième protéine, appelée protéine
2 de différenciation myéloïde (MD2), est également nécessaire. Ainsi, ce
n’est qu’en transfectant 5 les gènes TLR4 et MD2 dans des cellules qui ne
les expriment pas naturellement que celles-ci deviennent tout à fait réactives
à l’endotoxine [28]. Ensemble, TLR4, MD2 et CD14 forment le complexe de
reconnaissance du LPS (Fig. 1.3).

Il est important de signaler qu’il subsiste toujours des incertitudes quant
aux mécanismes moléculaires impliqués dans l’activation des TLRs. En par-
ticulier, il n’y a pas encore de preuves biophysiques solides que les TLRs
interagissent directement avec les PAMPs.

5. La transfection est le processus de transfert de gènes qui consiste à introduire de
l’ADN exogène dans des cellules eucaryotes.
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Fig. 1.3 – Le complexe de reconnaissance du LPS aboutit à la
signalisation intracellulaire. Le LPS, souvent aidé d’une protéine
(LPS-binding protein, LBP), se fixe à CD14 au niveau de la mem-
brane cellulaire. Ce complexe s’associe alors avec MD2/TLR4
pour activer les voies de signalisation de ce récepteur. Illustration
inspirée de [12, 15].

1.2.2 Les voies de signalisation cellulaire activées par TLR4

La reconnaissance du LPS par TLR4 s’accompagne d’une cascade de signa-
lisation intracellulaire dont une des voies finales majeure est l’activation du
facteur de transcription NF-κB qui régule l’expression inductible des cyto-
kines nécessaires à l’inflammation, telles que le facteur de nécrose tumorale-
α (TNF-α), l’interleukine-1 (IL-1) ou l’interleukine-6 (IL-6), et des molé-
cules costimulatrices (CD80 et CD86) qui activent la réponse immunitaire
adaptative.

1.2.2.1 La voie dépendante de MyD88

Après avoir été stimulé par le LPS, le récepteur TLR4 interagit par l’inter-
médiaire de son domaine TIR avec une molécule cytoplasmique qui contient
également un domaine TIR, le facteur de différenciation myéloïde 88 (MyD88).
Cette protéine est en fait essentielle à la signalisation de tous les TLRs. Son
rôle fondamental dans la signalisation intracellulaire a été mis en évidence
par des souris knock-out MyD88−/−. Celles-ci, ne pouvant pas exprimer
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MyD88, se trouvaient alors dans l’incapacité de répondre à une invasion de
micro-organismes et de produire des cytokines pro-inflammatoires [29].

La liaison TLR/MyD88 permet d’activer par phosphorylation une kinase
IRAK1 par l’intermédiaire d’une autre kinase IRAK4 qui forme un com-
plexe avec MyD88. IRAK1 se lie alors au facteur TRAF6 et le complexe
IRAK1/TRAF6 interagit avec la kinase TAK1 à l’aide de deux protéines
de liaisons TAB1 et TAB2. Une fois activée, TAK1 phosphoryle les kinases
IKKα, IKKβ et IKKγ . Celles-ci forment alors un complexe et phospho-
rylent à leur tour la protéine inhibitrice IκB, provoquant sa dégradation et
la libération de NF-κB (Fig. 1.4 A). Ce dernier facteur peut alors migrer
dans le noyau et exercer son activité transcriptionnelle en activant, notam-
ment, l’expression des gènes codants pour la cytokine TNF-α et l’enzyme
NO synthase inductible [30, 31].

1.2.2.2 La voie indépendante de MyD88

MyD88 fonctionne véritablement comme un adaptateur entre le récepteur
TLR4 à domaine TIR et les kinases impliquées dans la signalisation en aval.
Cependant, l’utilisation de souris knock-out MyD88−/− a révélé l’existence
d’une voie de signalisation indépendante de MyD88 en aval de TLR4. En
effet, l’induction de NF-κB par le LPS n’est pas complètement abolie chez
ces souris mais seulement retardée. Il s’avère que TLR4 peut utiliser une
autre molécule à domaine TIR, le facteur TRIF, pour activer le facteur de
transcription NF-κB (Fig. 1.4 B). Ainsi, ce n’est qu’en inhibant à la fois
MyD88 et TRIF que l’activation de NF-κB est totalement supprimée à la
suite de la stimulation de TLR4 [32].

TRIF induit également le facteur 3 de régulation de l’interféron (IRF3)
qui régule l’expression de la cytokine inflammatoire interféron-β (IFN-β).
Cette voie fait intervenir les kinases IKKϵ et TBK1 qui phosphorylent IRF3,
permettant ainsi sa migration dans le noyau (Fig. 1.4 B) [31].
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Fig. 1.4 – L’interaction LPS/TLR4 induit deux voies de signalisa-
tion qui conduisent à l’activation de NF-κB. A : La première fait
intervenir MyD88 dont le domaine TIR s’hétérodimérise avec ce-
lui du récepteur TLR4 et est responsable de l’expression de cyto-
kines pro-inflammatoires. B : La deuxième fait intervenir TRIF,
un autre adaptateur à domaine TIR, qui active non seulement
NF-κB mais également le facteur de transcription IRF3 qui in-
duit l’expression de l’IFN-β. Illustration inspirée de [12, 14, 15, 33, 30].

1.3 Physiopathologie du sepsis

La découverte du rôle des récepteurs de type Toll a constitué une avancée
majeure dans la compréhension des mécanismes de signalisation de l’im-
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munité innée. Leur action dans la reconnaissance du pathogène et dans le
déclenchement de la réponse inflammatoire suggère un rôle possible dans
la physiopathologie du sepsis. En effet, cette réaction de défense initiale-
ment contrôlée peut s’emballer et mener au développement du syndrome de
réponse inflammatoire systémique responsable d’une souffrance cellulaire.

1.3.1 Amplification du signal

La réponse inflammatoire mise en place à la suite d’une infection fait inter-
venir de nombreux composants humoraux et cellulaires, tels que les cyto-
kines, les chemokines, les médiateurs lipidiques et les espèces réactives de
l’oxygène. La complexité de cette réponse provient du fait que la plupart
de ces médiateurs ont de multiples cibles, provoquent leurs effets par diffé-
rents mécanismes parallèles et sont impliqués dans la régulation des autres
sous-produits inflammatoires. Par exemple, le monoxyde d’azote possède
des propriétés antimicrobiennes directes mais peut également modifier la
dilatation des vaisseaux sanguins et provoquer l’apoptose des macrophages
[34, 35]. Par ailleurs, le TNF-α amplifie la régulation des NO synthases,
l’IL-18 induit IFN-γ qui active en retour les macrophages, tandis que l’IL-
10 est un suppresseur global de la fonction des macrophages [36, 37]. Dès
lors, il devient compliqué de prédire les conséquences cellulaires induites par
le blocage d’une des voies de ce réseau complexe et finement régulé.

1.3.1.1 État pro-inflammatoire

Comme nous venons de le voir dans la section 1.2, au cours du sepsis, le pro-
cessus inflammatoire est initié suite à l’interaction d’un élément pathogène
avec les récepteurs membranaires de type Toll. Dans ce cas, la signalisation
intracellulaire initiée à la surface de la cellule aboutit à la production de
médiateurs pro-inflammatoires. Parmi ceux-ci, les cytokines jouent un rôle
critique dans la physiopathologie du sepsis car elles déclenchent une pro-
duction massive de médiateurs qui contribuent directement au processus
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inflammatoire.

Cette production massive de cytokines n’est cependant pas spécifique au
sepsis. Les traumas multiples, les lésions d’ischémie-reperfusion, les rejets
de greffes, ainsi que tout autre état inflammatoire aigu initient la même
cascade de cytokines et donnent lieu à des processus inflammatoires locaux
et systémiques. Mais l’état inflammatoire lié au sepsis est particulièrement
considéré étant donné qu’aucune autre maladie n’est associée à un taux de
mortalité aussi élevé malgré la prise en charge médicale du patient [38].

Les cytokines sont des molécules messagers qui comprennent les facteurs de
nécrose tumorale, les interleukines, les chemokines, les interférons et les fac-
teurs de stimulation des colonies. Les cytokines pro-inflammatoires recrutent
et activent les cellules du système immunitaire et induisent la production
d’un grand nombre d’autres médiateurs. Elles participent notamment à l’ac-
tivation et à la prolifération des lymphocytes B et T. Par contre, les cyto-
kines anti-inflammatoires atténuent le processus inflammatoire en inhibant
ou en empêchant ces effets [37].

Dans les cytokines pro-inflammatoires, le TNF-α et l’IL-1 participent par-
ticulièrement à l’amplification de l’inflammation dans les cas de sepsis par
leurs propriétés hypotensives. Chez les animaux de laboratoire, leur relar-
gage dans la circulation induit l’hypotension et, lorsque les capacités de
régulation de l’organisme sont dépassés, provoque l’état de choc qui est
létal [39]. Par ailleurs, des modèles in vivo d’inflammation systémique ont
montré que le TNF-α et l’IL-1 semblent agir en synergie. En effet, le blocage
spécifique d’une des deux cytokines conduit à une réduction significative de
la sévérité de l’inflammation ; le blocage simultané des deux cytokines induit
une réduction encore plus grande de la sévérité de l’inflammation [40].

Cependant, la propriété fondamentale du TNF-α et de l’IL-1 dans la pa-
thogénicité du sepsis est leur activité transcriptionnelle. Une fois produites,
ces cytokines contribuent à entretenir leur propre production et vont in-
duire une deuxième cascade inflammatoire qui comporte d’autres cytokines,
des médiateurs lipidiques, des espèces réactives de l’oxygène, mais égale-
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ment des molécules d’adhésion cellulaire qui initient la migration des cel-
lules immunitaires dans le tissu infecté [39]. Ces seconds médiateurs pro-
inflammatoires sont importants car ils orchestrent un ensemble complexe de
réponses secondaires, à la fois tissulaires et humorales. Par exemple, l’IFN-γ
augmente l’activité antimicrobienne des macrophages et promeut la produc-
tion de cytokines et de radicaux libres par les cellules exposées aux stimuli
pro-inflammatoires. En parallèle, l’IL-12 régule à la hausse la production
d’IFN-γ par les cellules T et NK. Réciproquement, l’IFN-γ favorise le re-
largage de l’IL-12 par les macrophages induisant, par ce fait, une boucle
de rétroaction positive critique pour la phagocytose des micro-organismes
pathogènes [37].

Il est important de signaler que même si le sepsis est associé à une produc-
tion exacerbée de produits pro-inflammatoires, il ne faut pas oublier que la
majorité de ces médiateurs sont essentiels à la mise en place de la réponse
anti-infectieuse. Ainsi, leur neutralisation totale à des fins thérapeutiques
pourrait s’avérer délétère dans la perspective d’une maîtrise de l’invasion
microbienne, rendant ainsi la prise en charge médicale du patient septique
d’autant plus complexe.

1.3.1.2 État pro-coagulant

Des troubles de la coagulation sont également très fréquents lors du sepsis.
30 à 50% des patients développent une forme clinique très sévère, la coagu-
lation intravasculaire disséminée, au cours de laquelle des microthrombi se
forment dans les vaisseaux sanguins de l’organisme.

En fait, il s’est avéré que le sepsis perturbe l’équilibre homéostatique existant
entre les mécanismes pro-coagulant et anti-coagulant (Fig. 1.5). L’augmen-
tation de l’expression du facteur tissulaire par le LPS induit une surproduc-
tion de thrombine. La fibrine, protéine filamenteuse issue du fibrogène, est
alors produite en excès et la coagulation sanguine augmente. Cet effet est
amplifié par la surexpression simultanée de l’inhibiteur de l’activateur du
plasminogène 1 qui perturbe alors la fibrinolyse, mécanisme par lequel la
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fibrine est dégradée. De ces deux mécanismes en résulte un environnement
pro-coagulant avec formation de microthrombi intravasculaires qui altèrent
l’oxygénation des tissus [36, 38].
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Tissulaire
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Thrombine

RÉPRESSION
FIBRINOLYSE
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Fig. 1.5 – Mécanismes expliquant l’état pro-coagulant du sepsis.
L’homéostasie est perturbée de deux façons différentes : par une
surexpression de la voie pro-coagulante et par une inhibition de
la voie anti-coagulante. Illustration inspirée de [36, 38].

De nouveau, les cytokines jouent un rôle important dans cet état pro-
coagulant. En particulier, l’IL-1 et l’IL-6 sont de puissants inducteurs de
coagulation tandis que l’IL-10 régule la coagulation en inhibant l’expression
du facteur tissulaire [36, 38].

L’état pro-coagulant du sepsis provient également de la sous-régulation de
trois protéines naturellement anti-coagulantes, à savoir l’anti-thrombine, la
protéine C et l’inhibiteur du facteur tissulaire. Comme ces trois protéines
ont normalement un effet sur le relargage du TNF-α en inhibant l’activation
de NF-κB, leur inhibition participe également à l’état pro-inflammatoire du
sepsis [38].
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1.3.2 Défaillance des organes

La cause ultime de mortalité chez les patients septiques est due à l’appari-
tion du syndrome de défaillance multi-viscérale (SDMV) : les patients dé-
veloppent progressivement des défaillances au niveau de plusieurs organes.
Il existe une relation étroite entre le nombre d’organes défaillants, leur sé-
vérité et le taux de mortalité chez le patient. Si quatre ou cinq organes
sont défaillants, la mortalité atteint alors plus de 90%, indépendamment
du traitement suivi. La prévention du SDMV passe donc par une prise en
charge réanimatoire et anti-infectieuse (antibiothérapie, éviction du foyer
infectieux) précoces [41].

À l’heure actuelle, la stratégie thérapeutique du sepsis sévère et du choc sep-
tique repose avant tout sur le contrôle du processus infectieux sous-jacent
et sur des mesures de réanimation cardio-pulmonaire visant tout particuliè-
rement à assurer un état hémodynamique correct. Pour ce qui concerne les
traitements spécifiques du sepsis sévère et du choc septique, en dépit d’hypo-
thèses physiopathologiques solides, l’immense majorité des essais thérapeu-
tiques avec des molécules spécifiques ont échoué à démontrer un bénéfice.
Cependant, de multiples perspectives thérapeutiques existent, les grands
axes physiopathologiques de développement étant le contrôle de la réponse
inflammatoire au travers de l’endotoxine et de la cascade des cytokines, la
maîtrise de l’activation de la coagulation mais aussi l’immuno-modulation
au sens large [42].

D’autres stratégies thérapeutiques ont émergé également à la suite de la
prise de conscience que l’hypoxie des tissus jouerait également un rôle ma-
jeur dans l’apparition de la défaillance multi-viscérale [43, 44]. Aujourd’hui,
deux grandes hypothèses s’affrontent pour expliquer ce phénomène : l’« hy-
poperfusion tissulaire » et l’« hypoxie cytopathique » [45, 46]. Celles-ci sont
présentées en détail dans le chapitre suivant qui traite de la défaillance ré-
nale au cours d’un sepsis.
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CHAPITRE 2

La défaillance du rein

Depuis quelques années, il est apparu que le sepsis était un facteur de risque
important dans l’apparition d’une insuffisance rénale aiguë (IRA) chez le
patient. En effet, la défaillance rénale est constatée dans 19% des cas de
sepsis, 23% des cas de sepsis sévère et 51% des cas de choc septique [47].
Bien qu’on ignore toujours si l’IRA joue un rôle important dans le dévelop-
pement ultérieur du syndrome de défaillance multi-viscérale (SDMV) par
ses effets sur l’homéostasie métabolique ou bien si l’IRA est simplement
une manifestation du SDMV, cette complication augmente sévèrement la
mortalité du patient, atteignant malheureusement les 70%. Cette incidence
toujours trop élevée s’explique par un manque de thérapies spécifiques lié
à une connaissance toujours limitée des mécanismes impliqués dans l’IRA
septique.
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L’IRA septique a longtemps été considérée comme une maladie hémodyna-
mique induite par une ischémie rénale. Cependant, des recherches récentes
ont souligné l’importance d’autres mécanismes tels que l’apoptose des cel-
lules tubulaires rénales ou la perte de la fonction tubulaire [48, 49]. Les mé-
canismes physiopathologiques sous-jacents à l’apparition d’une défaillance
rénale lors d’un sepsis sont en fait très nombreux et peuvent être divisés
en quatre grands domaines : la perfusion rénale, les mécanismes cellulaires,
l’inflammation et la coagulation [50, 51]. Ce chapitre se propose de les passer
en revue.
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2.1 Physiopathologie de l’IRA

Avant de décrire les mécanismes impliqués dans la défaillance rénale lors
d’un sepsis, il est nécessaire de rappeler quelques aspects de la physiologie
rénale qui jouent un rôle important dans la pathogénicité de cette défaillance
dont les deux formes les plus fréquentes sont l’insuffisance rénale aiguë fonc-
tionnelle et les nécroses tubulaires aiguës.

2.1.1 Structure et fonction du néphron

La fonction principale du rein est d’épurer le sang, c’est-à-dire d’extraire
les déchets métaboliques pour les rejeter à l’extérieur sous forme d’urine.
Le rein comporte deux régions distinctes : un cortex externe et une médulla
interne (Fig. 2.1 A). Ces deux régions sont remplies de tubules excréteurs
microscopiques associés à des vaisseaux sanguins (Fig. 2.1 B). L’élément
structural et fonctionnel du rein est le néphron et correspond à un seul long
tubule dont l’une des extrémités forme un réceptacle sphérique et creux,
appelé capsule glomérulaire, qui entoure une boule de capillaires, nommée
glomérule (Fig. 2.1 C) [52].
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Fig. 2.1 – Système urinaire humain vu de l’échelle macroscopique
à l’échelle microscopique. Illustration tirée de [52].

2.1.1.1 Vascularisation intrarénale

Le rein est un organe très richement vascularisé qui reçoit environ un quart
du débit cardiaque. L’artère rénale se divise en artères interlobaires don-
nant naissance aux artérioles afférentes qui fournissent les capillaires glo-
mérulaires. À leur sortie de la capsule glomérulaire rénale, les capillaires
convergent en une artériole efférente. Ce vaisseau se subdivise à son tour en
un réseau secondaire de capillaires, les capillaires péritubulaires, qui s’enche-
vêtrent avec les tubules contournés proximal et distal du néphron. D’autres

38



2. La défaillance du rein

capillaires s’allongent vers le bas pour former la vasa recta, un réseau capil-
laire qui entoure l’anse du néphron (Fig. 2.2) [52].

La perfusion du rein est assez hétérogène selon la zone considérée. Le cortex
reçoit trois quarts du débit rénal total associé à une forte pression partielle
en oxygène (pO2) alors que la médulla ne reçoit qu’un quart de ce débit
rénal total avec une pO2 très basse. Une des causes de cette pO2 basse
dans la médulla est le besoin énergétique important des cellules tubulaires
de cette région pour leur activité métabolique impliquée dans le transport
actif du sodium via la Na+-K+-ATPase [53].
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Fig. 2.2 – La perfusion rénale. Illustration tirée de [54].

2.1.1.2 Filtration du sang

La filtration commence au niveau de la capsule glomérulaire rénale, la pres-
sion artérielle poussant le sang du glomérule vers la cavité (Fig. 2.2). Les
parois des capillaires sont perméables à l’eau et aux petits solutés, mais pas
aux protéines ou aux cellules sanguines qui restent dans la lumière capillaire.
Environ 20% du débit sanguin glomérulaire est ainsi ultra-filtré pour consti-
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tuer l’urine primitive qui contient essentiellement des ions, du glucose, des
vitamines, des déchets azotés (comme l’urée) et d’autres petites molécules
[52].

Le débit de filtration glomérulaire (DFG) est défini par deux facteurs tels
que :

DFG = Kf × PUF.

Le coefficient d’ultrafiltration Kf dépend de la surface et de la perméabilité
hydraulique de la paroi capillaire. Ce coefficient est abaissé dans la plupart
des maladies rénales. La pression d’ultrafiltration PUF est la pression ef-
ficace de filtration dans les capillaires glomérulaires et fait intervenir trois
termes de pression tels que :

PUF = Pglomérule − Pcapsule − Π.

La pression hydrostatique glomérulaire Pglomérule dépend de l’activité de
la pompe cardiaque et donc de la pression artérielle rénale. La pression
hydrostatique capsulaire Pcapsule est générée par la résistance à l’écoulement
de l’urine dans les tubes. La pression oncotique capillaire Π provient du fait
que la concentration en protéines dans le plasma des capillaires glomérulaires
est beaucoup plus élevée que celle de l’urine primitive [53].

Pour une perfusion rénale globale donnée, la pression hydrostatique glo-
mérulaire dépend du rapport des résistances vasculaires efférentes et affé-
rentes. Lorsque ce rapport augmente, la pression hydrostatique et donc la
filtration augmentent et inversement. Ce rapport conditionne donc en partie
l’importance de la fraction du flux plasmatique rénal qui subit la filtration
glomérulaire et par conséquent la réabsorption tubulaire proximale [53].

Lors d’une hypotension artérielle ou d’une réduction du débit cardiaque,
un mécanisme d’autorégulation se met en place pour maintenir le flux san-
guin rénal et la filtration glomérulaire. Cette autorégulation fait appel à des
variations des résistances vasculaires des artérioles afférente et efférente de
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telle sorte qu’une vasodilatation de l’artériole afférente et une vasoconstric-
tion de l’artériole efférente se produisent de façon concomitante quand la
pression artérielle diminue. Sur un rein normal, l’autorégulation est effective
pour des valeurs de pression artérielle rénale moyenne comprises entre 80
et 170 mmHg. Au-delà de ces valeurs, le débit sanguin rénal et la filtration
glomérulaire varient de façon linéaire avec la pression artérielle moyenne
[53].

2.1.1.3 Transformation du filtrat en urine

À la sortie de la cavité glomérulaire, le filtrat traverse trois régions du
néphron : le tubule contourné proximal, l’anse du néphron et le tubule
contourné distal (Fig. 2.2). Celui-ci se déverse finalement dans un tubule
rénal collecteur qui reçoit le filtrat de plusieurs néphrons. Les nombreux tu-
bules rénaux collecteurs se déversent ensuite dans le bassinet qui débouche
dans l’uretère, conduit contractile qui achemine l’urine vers la vessie (Fig.
2.1 A) [52].

Tubule contourné proximal
Les processus de sécrétion et de réabsorption dans le tubule contourné proxi-
mal modifient considérablement le volume et la composition du filtrat. La
fonction principale des cellules de l’épithélium de transport consiste à ré-
absorber la majorité du NaCl et de l’eau du filtrat initial. Le sel du fil-
trat diffuse passivement dans les cellules de l’épithélium de transport et les
membranes des cellules procèdent au transport actif du Na+ vers le liquide
interstitiel. À mesure que le sel passe du filtrat au liquide interstitiel, l’eau
suit par osmose (Fig. 2.3). Le sel et l’eau diffusent par la suite du liquide in-
terstitiel vers les capillaires péritubulaires. En parallèle, d’autres nutriments
précieux, tels le glucose, le lactate, les acides aminés et le potassium, sont
transportés du filtrat au liquide interstitiel, de manière active ou passive,
pour ensuite être acheminés aux capillaires péritubulaires (Fig. 2.3).
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L’épithélium tubulaire est donc polarisé puisqu’il est capable de créer et de
maintenir des gradients de concentration ionique entre, d’une part, l’urine
primitive à la sortie glomérulaire et, d’autre part, les capillaires péritubu-
laires et le liquide interstitiel d’autre part. Le domaine apical des cellules
épithéliales, en contact avec l’urine primitive, est doté d’une importante
bordure en brosse, faite de microvillosités longues et denses, qui contient
notamment les cotransporteurs de sodium et les échangeurs Na+-H+ néces-
saires à la réabsorption du sel. Le domaine basolatéral des cellules épithé-
liales, en contact avec le liquide interstitiel, est quant à lui caractérisé par
la présence de la Na+-K+-ATPase [53].

Partie descendante de l’anse du néphron
Dans cette partie du néphron, l’épithélium de transport est perméable à
l’eau mais peu perméable aux sels et aux petits solutés. Comme l’osmolarité
du liquide interstitiel augmente graduellement du cortex rénal à la médulla
rénale interne, l’eau sort du tubule par osmose et la concentration en solutés
augmente dans la partie descendante de l’anse du néphron (Fig. 2.3).

Partie ascendante de l’anse du néphron
Contrairement à la partie descendante, l’épithélium de transport de la partie
ascendante de l’anse du néphron est perméable aux ions, mais non à l’eau.
Près du fond de l’anse, le NaCl, devenu concentré, traverse le tubule par
diffusion facilitée et se retrouve dans le liquide interstitiel. L’exode de sel du
filtrat se poursuit lorsqu’on remonte vers le cortex rénal. Cependant, dans
cette région, l’épithélium procède au transport actif de NaCl vers le liquide
interstitiel. Le filtrat perd donc progressivement du sel sans perdre de l’eau
et se dilue progressivement (Fig. 2.3).

Tubule contourné distal
Le tubule contourné distal constitue un autre site important de sécrétion
et de réabsorption. Il joue notamment un rôle clé dans la régulation de la
concentration du K+ et du NaCl dans les liquides corporels (Fig. 2.3).
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Tubule rénal collecteur
Le tubule rénal collecteur transporte le filtrat à travers la médulla rénale
jusqu’au bassinet. En réabsorbant activement le NaCl, l’épithélium de trans-
port de cette partie du néphron joue un rôle important dans la détermination
de la quantité de sel excrété dans l’urine. Parallèlement, presque tous les
monosaccharides, les vitamines et les autres nutriments organiques, ainsi
que près de 99% de l’eau de ce filtrat, sont réabsorbés et passent dans le
sang. Il ne reste alors plus que l’urine à excréter.
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Fig. 2.3 – Le néphron et les fonctions des différentes régions de
l’épithélium de transport. Illustration inspirée de [54].

2.1.2 Défaillance du rein

Pour aborder la notion de défaillance d’organe, il est utile de définir, dans un
premier temps, les fonctions de cet organe. Concernant le rein, celles-ci sont
très souvent partagées ou nécessitent une interaction avec d’autres organes.
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2.1. Physiopathologie de l’IRA

Seules deux fonctions lui sont spécifiques, il s’agit de l’excrétion des déchets
du métabolisme azoté et la production d’urine. Ce sont ces deux aspects
de la fonction rénale qui permettent de définir le syndrome d’insuffisance
rénale aiguë [55].

2.1.2.1 Définition de l’IRA

L’insuffisance rénale aiguë (IRA) désigne un syndrome caractérisé par une
diminution brutale des capacités à éliminer les déchets, à réguler le volume
extracellulaire et à maintenir l’homéostasie acido-basique et électrolytique.
Chez les patients en réanimation, ce syndrome est fréquent et associé à
une augmentation de la morbidité et de la mortalité. La majorité des IRA
surviennent dans le cadre d’un syndrome de défaillance multi-viscérale. Ré-
cemment, une étude a montré que le sepsis était le facteur prédisposant le
plus fréquemment associé à la survenue de l’IRA [56].

2.1.2.2 IRA fonctionnelle et NTA

L’IRA fonctionnelle représente 60% des IRA et se définit comme une baisse
du débit de filtration glomérulaire consécutive à une diminution de la per-
fusion rénale due à un trouble circulatoire général situé en amont des reins ;
par exemple, un bas débit cardiaque, une hypotension artérielle systémique
ou une vasodilatation artérielle. Cette altération de la filtration glomérulaire
est instantanément réversible en cas de correction de la perfusion rénale et
ne s’accompagne d’aucune lésion cellulaire observable.

L’IRA fonctionnelle traduit surtout une adaptation du rein aux modifica-
tions de ses conditions de perfusion. La baisse de la pression de perfusion
rénale entraîne la mise en jeu de phénomènes d’autorégulation de la filtration
glomérulaire. L’artériole afférente se dilate pour maintenir le débit plasma-
tique glomérulaire et l’artériole efférente se contracte pour maintenir les
pressions hydrostatique et d’ultrafiltration glomérulaires. Ces phénomènes
d’adaptation permettent de conserver l’intégrité des fonctions tubulaires, à
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2. La défaillance du rein

savoir la réabsorption d’eau et de sodium et la conservation du pouvoir de
concentration des urines.

Si l’hypoperfusion rénale dépasse les capacités d’autorégulation du rein, une
ischémie s’installe et va induire alors une nécrose tubulaire aiguë (NTA) is-
chémique. La déplétion rapide des stocks d’ATP cellulaire qui accompagne
l’ischémie conduit à l’apparition de lésion cellulaires irréversibles qui abou-
tissent à la mort cellulaire. La NTA est caractérisée par une obstruction
tubulaire provoquée par des débris cellulaires nécrosés, par une diminution
du coefficient de perméabilité de la membrane glomérulaire et par une ré-
trodiffusion des urines au travers des parois tubulaires. L’ensemble de ces
événements conduit à une diminution brutale de la filtration glomérulaire
et de la fonction rénale.

2.2 .NO et perturbations vasculaires

Les états de sepsis sont caractérisés par une perturbation profonde du sys-
tème cardiovasculaire avec altération de la fonction cardiaque, redistribution
du flux sanguin entre organes et altération microcirculatoire [57]. Cette der-
nière semble être un véritable moteur de la défaillance rénale, coupant effec-
tivement l’acheminement de l’oxygène et des nutriments aux tissus [50, 51].

2.2.1 Pouvoir vasodilatateur du .NO

L’endothélium vasculaire, couche la plus interne des vaisseaux sanguins en
contact avec le sang, est au centre de la coordination de la perfusion mi-
crocirculatoire et donc de la distribution de l’oxygène dans les tissus. Pour
satisfaire les besoins métaboliques des cellules, l’endothélium contrôle le to-
nus artériel pour maintenir la perfusion microcirculatoire [58]. Il y parvient
notamment en produisant du monoxyde d’azote (.NO) à partir d’une en-
zyme, la NO synthase endothéliale (eNOS) [59]. Cette NO synthase (NOS)
est présente de manière constitutive dans l’endothélium du glomérule, des
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2.2. .NO et perturbations vasculaires

artérioles afférentes et efférentes, des artères intrarénales et des vasa recta
médullaires. Elle catalyse l’oxydation de l’acide aminé L-arginine en .NO et
L-citrulline via les deux réactions d’oxygénation suivantes qui font intervenir
l’intermédiaire Nω-hydroxy-L-arginine (NOHLA) [34, 35] :

L−Arginine +NADPH−−−−−−→
+O2

NOHLA
+ 1

2 NADPH
−−−−−−−→

+O2
L−Citrulline + .NO (2.1)

Le .NO ainsi produit diffuse rapidement vers les cellules musculaires lisses
vasculaires, qui se situent dans la paroi des vaisseaux sanguins, où il ac-
tive directement la guanylate cyclase (GC) qui dégrade alors la guanosine-
5’-triphosphate (GTP) en guanosine monophosphate cyclique (cGMP). Ce
second messager va fermer les canaux à calcium (Ca2+) et inhiber la phos-
phatase de la chaîne légère de la myosine (MLCP), de telle sorte que le
mécanisme contractile de la myosine est à la fois désensibilisé au calcium et
déphosphorylé [35, 60]. Ceci résulte alors en une relaxation vasculaire (Fig.
2.4).

Le .NO régule donc la pression sanguine et la distribution du flux sanguin
dans le rein. Il participe également à la préservation du sang en empêchant
l’activation, l’adhésion et l’agrégation des plaquettes sanguines [35, 58]. Ces
propriétés du .NO vont avoir un rôle majeur dans les processus inflamma-
toires liés au sepsis.

2.2.2 Altération de l’endothélium

Lors d’un sepsis, l’ensemble de l’endothélium vasculaire est fortement per-
turbé. Les artères perdent leur capacité à se contracter et les résistances
vasculaires systémiques diminuent de manière trop importante, ce qui contri-
bue à un état d’hypotension globale. Par ailleurs, la perméabilité vasculaire
augmente et le retour veineux diminue, ce qui induit un état hypovolémique
sévère. Le débit cardiaque devient alors insuffisant pour distribuer la quan-
tité d’oxygène nécessaire à tous les organes [57].
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2. La défaillance du rein

Fig. 2.4 – Le rôle du .NO dans la relaxation des vaisseaux san-
guins. Le .NO, produit par la NOS des cellules endothéliales, aug-
mente le niveau cellulaire de cGMP dans les cellules musculaires
lisses qui induit leur relaxation. Illustration inspirée de [35].

La vasodilatation artérielle qui accompagne le sepsis est induite, du moins
en partie, par les cytokines qui régulent à la hausse l’expression de la NO
synthase inductible (iNOS) dans les vaisseaux par une voie de transcrip-
tion qui fait intervenir le NF-κB similaire à celle décrite dans la section
1.2.2. Cette enzyme induit alors, selon la même réaction décrite en 2.1, une
production de .NO, plus importante et plus prolongée que celle activée par
eNOS, qui amplifie les conséquences de l’état de choc hypovolémique [61].

2.2.3 Altération du flux sanguin rénal

Malgré la vasodilatation induite par le .NO et la chute globale de la résis-
tance vasculaire systémique, les modèles in vivo de sepsis ont démontré une
vasoconstriction de la circulation rénale.

L’implication des NO synthases dans cette altération du flux sanguin rénal
a été mise en évidence par l’utilisation d’un inhibiteur de ces NOS chez des
rats en état de choc hypovolémique. Le traitement permettait à la fois de
prévenir la diminution de la pression sanguine artérielle et de maintenir le
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2.2. .NO et perturbations vasculaires

flux sanguin rénal et la filtration glomérulaire [62]. Par la suite, l’implica-
tion de iNOS dans cette vasoconstriction rénale a été mise en évidence par
l’utilisation de souris knock-out iNOS−/− qui ne développaient pas d’IRA
après une ischémie-reperfusion [63]. Plus tard, l’activation de iNOS a été
effectivement détectée dans les reins de patients en état de choc septique
qui présentaient une altération de la fonction tubulaire proximale [64].

D’autres études expérimentales ont montré que l’augmentation de la concen-
tration plasmique du .NO est associée à une sous-régulation de eNOS dans le
rein, contribuant à une vasoconstriction rénale lors du sepsis [65, 66]. L’uti-
lisation de souris knock-out eNOS−/− a d’ailleurs montré que l’apparition
d’une IRA lors d’une endotoxémie était plus probable chez ces souris que
chez les souris sauvages de contrôle. Ces souris knock-out eNOS−/−, bien
qu’ayant une pression sanguine maintenue, présentaient néanmoins une ré-
sistance vasculaire rénale plus importante [66, 67].
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Fig. 2.5 – Les effets délétères du .NO lors du sepsis. L’induction
de iNOS et la génération des ROS provoquent une vasodilatation
systémique, une ischémie rénale par une sous-régulation de eNOS
et des lésions tubulaires par l’action du ONOO–. L’ensemble de
ces facteurs participent à l’apparition d’une défaillance rénale.
Illustration inspirée de [60, 66].
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Par conséquent, l’activation systémique et rénale de iNOS chez le patient
induit une sous-régulation de eNOS dans le rein qui subit alors une vasocons-
triction (Fig. 2.5). Ainsi, lors du sepsis, l’hypoperfusion rénale empêche une
oxygénation correcte des tissus provoquant une ischémie locale qui devient
délétère lorsqu’elle est prolongée dans le temps [66, 68].

2.3 ROS et lésions tubulaires

Le sepsis est connu pour être associé à une production excessive des espèces
réactives de l’oxygène (ROS) qui participent aux lésions rénales oxydatives
[60, 69, 70].

2.3.1 Espèces réactives de l’oxygène

De manière générale, le « stress oxydant » apparaît lorsque l’homéostasie
redox est perturbée, soit par par une production excessive d’espèces oxy-
dantes, soit par une défaillance des systèmes antioxydants [71]. Dans la cel-
lule humaine, les formes radicalaires initiatrices des phénomènes oxydants
sont dérivées de l’oxygène O2 et de l’azote N. En particulier, l’anion super-
oxyde (O·–

2 ) et le monoxyde d’azote (.NO) vont être à l’origine d’espèces
très oxydantes qui conduisent à la dégradation des molécules biologiques.

L’oxygène fondamental
La molécule d’oxygène, si essentielle au métabolisme de la cellule, possède
la particularité d’être une espèce biradicalaire. En effet, elle possède deux
électrons non appariés, de spins parallèles, situés sur les deux orbitales mo-
léculaires antiliantes π∗ (Fig. 2.6).
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2.3. ROS et lésions tubulaires

Fig. 2.6 – Représentation des orbitales moléculaires de la molécule
d’O2.

Cette structure confère à la molécule d’O2 la capacité d’effectuer jusqu’à
quatre transferts monoélectroniques successifs, les électrons étant fournis
par les sites métalliques des métalloprotéines, aboutissant in fine à sa ré-
duction en molécule d’H2O [71, 72].

O2 + 4 e− + 4 H+ −−→ 2 H2O Eo−−1.23V

Dans la cellule, cette réduction de l’O2 se fait essentiellement à travers
la chaîne de respiration mitochondriale, de façon progressive et contrôlée.
Si cette réduction tétravalente est considérée comme un processus sûr, sa
réduction incomplète selon un processus à un électron conduit en revanche à
la formation d’espèces radicalaires dotées d’une grande réactivité chimique.

Ainsi, après acceptation d’un e– sur une des orbitales π∗, la réduction mo-
noélectronique de l’O2 aboutit à la production du radical superoxyde O·–

2
ou sa forme protonnée HO·

2 (si pH < 4.8).

O2 + 1 e− −−→ O·−
2

+H+
−−−→ HO·

2 Eo−−-0.16V

En acceptant un deuxième e– sur son autre orbitale π∗, la molécule d’O2
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devient l’anion peroxyde O2–
2 qui n’est pas une espèce radicalaire puisque

les deux orbitales π∗ sont saturées avec deux e– de spins antiparallèles. En
milieu aqueux, l’O2–

2 est protoné et forme le peroxyde d’hydrogène H2O2.

O·−
2 + 1 e− −−→ O2−

2
+2 H+
−−−−→ H2O2 Eo−−0.89V

Ajouter un troisième e– sur l’orbitale moléculaire antiliante σ∗ provoque une
déstabilisation de la molécule d’O2 entraînant une rupture de la liaison entre
les deux atomes d’oxygène. Cette réduction monoélectronique du H2O2 est
à l’origine du radical hydroxyle .OH et de l’anion hydroxyle -OH.

H2O2 + 1 e− −−→ .OH + −OH +H+
−−−→ .OH + H2O Eo−−0.38V

L’addition d’un quatrième e– donne naissance à l’anion hydroxyle -OH dont
la forme protonée est bien sûr l’H2O.

.OH + 1 e− −−→ −OH +H+
−−−→ H2O Eo−−2.32V

La réduction d’une molécule d’O2 par quatre e– conduit donc à la production
d’une molécule d’H2O par l’intermédiaire des ROS. Ceux-ci, de part leur
grande réactivité, sont susceptibles d’interagir avec de nombreux substrats
biologiques. Leur capacité à réagir et à induire des dégâts dépend surtout de
leur pouvoir oxydant, représenté par leur potentiel d’oxydoréduction ainsi
que de leurs caractéristiques cinétiques.

Radical superoxyde
Le radical O·–

2 est l’espèce radicalaire la moins réactive sur les substrats
biologiques, ses différentes constantes de vitesse étant très faibles (k ≈ 102

M−1s−1). Il ne réagit donc pas avec les acides nucléiques, les acides aminés
ou les acides gras polyinsaturés. Néanmoins, il va réagir avec quelques cibles
privilégiées telles que le cytochrome c (k = 2.6 105 M−1s−1) ou la vitamine C
(k = 2.7 108 M−1s−1). Sa cible privilégiée reste cependant la superoxyde
dismutase (k = 2 109 M−1s−1) qui permet son élimination [71].
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2.3. ROS et lésions tubulaires

Par conséquent, la toxicité de l’O·–
2 ne peut s’effectuer que de façon indirecte

par la génération d’espèces secondaires beaucoup plus délétères. La réaction
la plus fréquemment citée est la réaction de Haber-Weiss aboutissant à la
production de radicaux .OH à partir de la rencontre de l’O·–

2 et du H2O2.

O·−
2 + H2O2 −−→ O2 + .OH + −OH (2.2)

Cependant, la constante de vitesse de cette réaction est trop lente (k ≤ 1
M−1s−1) pour avoir un impact significatif in vivo. En revanche, l’interaction
du radical O·–

2 avec les cations métalliques de métalloprotéines (hémoglobine,
transferrine, etc) pourrait expliquer cette réaction in vivo. En effet, bien
que l’oxydation du Fe2+ par le H2O2 est assez lente (k ≈ 2-7 105 M−1s−1),
celle-ci peut être accélérée par la réduction du Fe3+ par l’O·–

2 (k = 1.5 108

M−1s−1), donnant lieu à une réaction du type Fenton :

Fe3+ + O·−
2 −−→ Fe2+ + O2 (2.3)

Fe2+ + H2O2 −−→ Fe3+ + .OH + −OH

La forme protonée HO·

2 du radical O·–
2 possède un pouvoir oxydant plus élevé

et de meilleures constantes de vitesse sur plusieurs substrats organiques. La
toxicité de l’O·–

2 pourrait donc en partie s’expliquer par sa forme protonée,
qui n’est cependant pas prédominante au pH physiologique [71].

Une autre hypothèse expliquant la toxicité potentielle de l’O·–
2 est la forma-

tion du peroxynitrite ONOO– à partir de sa réaction biradicalaire avec le
.NO. Cet oxydant provoque des effets très délétères aux acides aminés, aux
acides nucléiques et aux phospholipides [73].

Radical hydroxyle
Le radical hydroxyle .OH est un puissant oxydant puisque son potentiel
d’oxydoréduction est élevé, mais aussi parce que ses constantes de vitesse
vis-à-vis de la plupart des substrats biologiques sont extrêmement élevées
(k ≈ 109-1010 M−1s−1). Lorsqu’un radical .OH entre en collision avec un
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composant cellulaire, il réagit immédiatement sans nécessiter d’apport éner-
gétique supplémentaire. Ces propriétés expliquent l’extrême réactivité du
radical .OH ainsi que son caractère peu sélectif. En contrepartie, il possède
une durée de vie très courte (quelques fractions de microsecondes), ainsi
qu’un champ de réaction limité (30 Å) [71].

Le radical .OH peut oxyder un substrat selon trois mécanismes : l’arra-
chement d’un e–, l’arrachement d’un atome d’hydrogène sur un substrat
organique RH et l’addition sur une double liaison.

.OH + Fe2+ −−→ Fe3+ + −OH
.OH + RH −−→ R· + H2O

.OH + C−−C −−→ .C−C(OH)−

Les deux derniers mécanismes décrits aboutissent à des réactions au niveau
des doubles liaisons contenues notamment dans les cycles des bases des
acides nucléiques, de certains acides aminés et des acides gras polyinsaturés.
Dans ce dernier cas, une réaction de peroxydation lipidique se déclenche.

Peroxyde d’hydrogène
Bien qu’il ne soit pas un radical, le peroxyde d’hydrogène H2O2 est très
toxique pour les cellules car il peut facilement traverser les membranes bio-
logiques et se transformer en .OH extrêmement réactif en présence de com-
plexes actifs métalliques. Les dommages provoqués indirectement par H2O2
via l’.OH ne sont donc pas limités à un seul compartiment cellulaire [71].

Peroxynitrite
Le peroxynitrite ONOO–, formé à partir de la réaction entre le .NO et l’O·–

2 ,
est une molécule plus ou moins stable à pH physiologique, sa durée de vie
étant de quelques millisecondes [73]. La constante de vitesse de formation
de cet ion (k = 1.6 1010 M−1s−1) est dix fois supérieure à celle de la réaction
de la SOD avec l’O·–

2 (k = 2 109 M−1s−1). Le rapport des deux constantes
montre clairement que la formation du ONOO– in vivo est hautement pro-
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bable là où sont produits simultanément les deux précurseurs .NO et O·–
2

[71].

.NO + O·−
2 −−→ ONOO− (2.4)

Même si le ONOO– n’est pas une espèce radicalaire, c’est pourtant un très
puissant oxydant responsable de réactions d’oxydation. Sa toxicité résulte
de son action directe sur des groupements thiols, des centres métalliques ou
de la formation secondaire de radicaux libres, tels que CO·–

3 et .NO2 après
réaction avec le CO2 [73].

2.3.2 Défenses cellulaires contre les ROS

Le maintien d’un niveau non cytotoxique de ROS est assuré par des systèmes
antioxydants. Un antioxydant peut être défini comme toute substance qui
est capable, à concentration relativement faible, d’entrer en compétition
avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder ou empêcher l’oxydation
de ces substrats. Les antioxydants cellulaires peuvent être classés en deux
catégories : soit enzymatiques, soit non enzymatiques. [71, 74].

2.3.2.1 Systèmes antioxydants enzymatiques

Les principales enzymes antioxydantes sont la superoxyde dismutase, la ca-
talase, la glutathion peroxydase et la thiorédoxine.

Superoxyde dismutase
Les superoxydes dismutases (SOD) sont des métallo-enzymes qui catalysent
la dismutation de l’O·–

2 en H2O2 et O2 avec une vitesse de réaction 104

fois supérieure à celle de la dismutation spontanée au pH physiologique (k
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≈ 2 105 M−1s−1).

O·−
2 + O·−

2 + 2 H+ SOD−−−−→ H2O2 + O2 (2.5)

Les SOD existent sous trois isoformes qui se différencient par leur locali-
sation cellulaire et par leur cofacteur métallique : la SOD mitochondriale
(Mn dépendante), la SOD cytoplasmique (Cu et Zn dépendante) et la SOD
extracellulaire (Cu et Zn dépendante). La forme mitochondriale permet la
dismutation quasi instantanée de l’O·–

2 au niveau de la chaîne de transport
des électrons. Si la MnSOD semble indispensable à la vie, ce n’est pas le
cas pour la forme cytosolique, même si celle-ci joue un rôle important dans
l’élimination des ROS. La SOD extracellulaire se trouve sur la face externe
de la membrane plasmique, mais également dans les espaces interstitiels des
tissus et dans les liquides extracellulaires [71, 74].

Catalase
La catalase (CAT) est une enzyme qui catalyse la réaction de décomposition
du H2O2 en O2 (k ≈ 2-4 107 M−1s−1) [74].

2 H2O2
CAT−−−−→ 2 H2O + O2 (2.6)

La CAT est localisée principalement dans le peroxysome, mais elle se trouve
aussi dans le cytoplasme [71, 74].

Glutathion peroxydase
Les glutathion peroxydases (GPx) jouent un rôle central dans le mécanisme
d’élimination du H2O2 en couplant sa réduction en H2O avec l’oxydation
du glutathion réduit (GSH) (k ≈ 0.6-1.8 108 M−1s−1) [74].

H2O2 + 2 GSH GPx−−−→ GSSG + 2 H2O (2.7)

Ils existent plusieurs isoformes de GPx qui diffèrent par leur localisation
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cellulaire et leur spécificité au substrat. Par exemple, la GPx1 est la forme
la plus abondante, qui se trouve dans presque tous les tissus des mammifères,
et a pour substrat le peroxyde d’hydrogène. La GPx4 est également exprimée
dans tous les tissus des mammifères, mais à des niveaux plus faibles, et a
pour substrat les hydroperoxydes lipidiques [71, 74].

Thiorédoxine
Les thiorédoxines (TRx) sont des petites protéines, présentant un site actif
dithiolé, qui possèdent une activité enzymatique antioxydante intrinsèque.
Une fois oxydée, la thiorédoxine est réduite par la thiorédoxine réductase
(TRxR). Dans les cellules de mammifères, les TRx ont une localisation soit
cytosolique (TRx1 et TRxR1) soit mitochondriale (TRx2 et TRxR2).

2.3.2.2 Systèmes antioxydants non enzymatiques

Les antioxydants non enzymatiques réagissent directement avec les agents
oxydants et les désactivent. Par exemple, la vitamine E est fixée aux mem-
branes et stoppe la chaîne de réactions de peroxydation lipidique en cap-
turant un radical lipidique peroxyle LOO·. La vitamine C, quant à elle,
peut capter directement l’O·–

2 et l’.OH. À ces deux vitamines, d’autres anti-
oxydants non enzymatiques peuvent être cités : glucose, albumine, taurine,
β-carotène, etc.

2.3.3 Cytotoxicité du stress oxydant

La cellule maintient donc son état redox en équilibre par des systèmes d’éli-
mination des ROS. Le stress oxydant apparaît lorsqu’un déséquilibre en
faveur de la génération de ROS se produit et conduit alors à une oxydation
accrue des composants cellulaires essentiels.

Tous les composés cellulaires, à savoir les lipides, les protéines, les acides
nucléiques et les hydrocarbonates peuvent être attaqués par les ROS, ce
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qui conduit à une perturbation importante du métabolisme cellulaire. L’un
des processus induisant notamment la mort cellulaire est la peroxydation
lipidique.

2.3.3.1 Peroxydation lipidique

Les premières cibles des ROS sont les lipides, notamment ceux présents dans
les membranes cellulaires et subcellulaires. Les membranes riches en acides
gras polyinsaturés sont très sensibles à l’oxydation en raison de leur degré
élevé d’insaturation. L’oxydation des lipides génère des peroxydes lipidiques
qui sont eux-mêmes très réactifs. La peroxydation des lipides induit une
modification de la fluidité, de la perméabilité et de l’excitabilité des mem-
branes. Elle fournit également une grande variété de produits qui peuvent
réagir avec les protéines et l’ADN.

La peroxydation lipidique est en fait une réaction en chaîne entre les méta-
bolites réactifs oxydants (OH· et HO·

2) et les acides gras insaturés constitu-
tifs des lipides localisés principalement dans les membranes cellulaires [74].
Cette réaction présente des étapes séparées d’initiation, de propagation et
de terminaison reprises respectivement dans les réactions 2.8, 2.9 et 2.10.

LH + .OH −→ L· + H2O Initiation (2.8)

LH + HO·

2 −→ L· + H2O2

L· + O2 −→ LOO· Propagation (2.9)

LOO· + LH −→ L· + LOOH

LOO· + LOO· −→ R1 Terminaison (2.10)

LOO· + L· −→ R2
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Les conséquences cellulaires de cette lipoperoxydation membranaire sont
nombreuses et incluent le gonflement et la désintégration des mitochon-
dries, la destruction des lysosomes, l’inhibition des synthèses protéiques, la
dénaturation enzymatique et la lyse des membranes conduisant à la mort
cellulaire.

2.3.3.2 Oxydation des protéines

Les modifications oxydatives des protéines par les ROS peuvent être clas-
sées en deux catégories : d’une part, celles qui cassent les liaisons lipidiques
et modifient la chaîne peptidique, et d’autre part, les modifications pepti-
diques par addition de produits issus de la peroxydation lipidique. De telles
modifications conduisent généralement à une perte de la fonction cataly-
tique ou structurale des protéines affectées, perturbant par conséquent le
fonctionnement cellulaire [75].

2.3.3.3 Dommages oxydatifs de l’ADN

Il existe au sein de la cellule deux types d’ADN : l’ADN nucléaire et l’ADN
mitochondrial. Ce dernier est la cible privilégiée des oxydations par les ROS
du fait de son potentiel de réparation plus faible que celui de l’ADN nucléaire
et de sa proximité directe à l’une des principales sources de ROS cellulaires,
à savoir la chaîne mitochondriale. La modification de l’ADN mitochondrial
serait impliquée dans les phénomènes de mort cellulaire en altérant le fonc-
tionnement des mitochondries [76, 77].

2.3.4 Stress oxydant et IRA

Le rein, qui représente moins d’1% de la masse corporelle, consomme relati-
vement une grande quantité d’oxygène, soit environ 10% de la consommation
totale du corps. Cet oxygène est autant utilisé par les reins car ils doivent
assurer la phosphorylation oxydative et la synthèse d’ATP nécessaires pour
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les processus de transport tubulaires. Au cours de ce métabolisme redox,
le rein génère de faibles quantités de ROS de façon contrôlée et sans ef-
fets secondaires apparents [78]. Cependant, si la production de ROS devient
excessive, elle peut participer aux mécanismes impliqués dans l’apparition
d’IRA, tels que les lésions et la mort des cellules tubulaires [79].

2.3.4.1 Production excessive de ROS

À ce jour, très peu d’études ont examiné le rôle du stress oxydant dans
l’apparition d’une IRA chez les patients septiques. Pourtant, déjà l’étude de
Himmerfalb et al. avait mis en évidence une augmentation de l’oxydation des
protéines du plasma chez les patients présentant une IRA, ce qui suggérait la
production massive de ROS par les cellules immunitaires [70]. Par la suite,
le rôle des ROS a surtout été étudié dans des modèles d’IRA ischémique
qui tentaient de mimer l’hypoperfusion rénale observée lors du sepsis. De
nombreux modèles animaux ont démontré que l’utilisation du catalyseur de
la dismutation de l’O·–

2 (SOD) ou d’un inhibiteur de iNOS (L-NIL) avait un
rôle protecteur sur la fonction rénale [80, 81]. L’utilisation simultanée de ces
deux antioxydants a également permis de suggérer l’implication du peroxy-
nitrite (Fig. 2.5) [81]. D’autres preuves indirectes de la présence de radicaux
libres après une ischémie rénale ont été apportées par l’observation de dé-
gâts oxydatifs au niveau du rein, tels que la peroxydation lipidique et les
dommages oxydatifs de l’ADN [80, 81]. La présence de ces ROS a également
été détectée directement dans une étude in vitro de cellules épithéliales tu-
bulaires soumises au phénomène d’hypoxie-réoxygénation sans pour autant
en déterminer leurs sources [82].

Par ailleurs, il a été montré que la surproduction de ROS contribuait à la
vasoconstriction rénale observée lors du sepsis. En particulier, l’O·–

2 peut
réagir avec le .NO présent en excès lors du sepsis. Il module ainsi le ni-
veau de .NO et diminue sa biodisponibilité vasculaire, ce qui participe à la
vasoconstriction rénale (Fig. 2.5) [69].
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2.3.4.2 Diminution des antioxydants endogènes

À cette surproduction possible des ROS, il a été montré que l’IRA septique
était associée à une sous-régulation des défenses antioxydantes enzymatiques
(Fig. 2.5). Une étude d’IRA ischémique a montré une diminution significa-
tive de la quantité d’ARN messagers codant pour la catalase, la superoxyde
dismutase cytoplasmique et la glutathion peroxydase [83]. Dans un autre
modèle d’IRA septique, les niveaux en ARN messager et en protéine du
complexe enzymatique SOD étaient diminués et les lésions tubulaires ou
vasculaires ne pouvaient plus être évitées. Néanmoins, le traitement par des
antioxydants exogènes semblait protéger les souris endotoxémiques de la
défaillance rénale [69].

2.3.4.3 Lésions tubulaires

Les ROS sont impliquées dans l’apparition de lésions tubulaires qui se ma-
nifestent par des modifications structurelles. La perte de polarité et de la
bordure en brosse, puis la perte de l’intégrité des jonctions serrées, s’accom-
pagnent de l’apparition d’intégrines à la surface cellulaire de l’épithélium
tubulaire. Ces intégrines permettent l’adhésion leucocytaire et participent
à la réaction inflammatoire par la synthèse de médiateurs cytotoxiques.
Il existe également une redistribution de la Na+-K+-ATPase de la mem-
brane basolatérale vers la partie apicale, participant alors à la baisse des
transports liés au Na+. Finalement, les cellules perdent leurs attaches, se
détachent dans la lumière tubulaire et l’obstruent (Fig. 2.7).

Les manifestations cliniques se traduisent alors par une perte de la capacité
de concentration urinaire avec la disparition du gradient médullaire, suivie
d’une baisse du débit urinaire alors que les tubules se dénudent et s’obstruent
[53, 84].
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Fig. 2.7 – Modifications structurelles des tubules proximaux lors
d’une IRA ischémique, comprenant la perte de polarité, la perte
de la bordure en brosse et la redistribution des intégrines et des
Na+-K+-ATPase à la surface apicale. Illustration inspirée de [85].

2.3.4.4 Apoptose et nécrose

Il est maintenant établi que les ROS jouent également un rôle majeur dans
l’induction de la mort cellulaire dont les deux voies principales sont l’apop-
tose et la nécrose. Ces deux types de destruction cellulaire se différencient
selon les critères morphologiques et physiologiques suivants :

1. L’apoptose est une mort cellulaire qui nécessite de l’énergie et qui met
en jeu un programme génétique spécifique. Elle est caractérisée mor-
phologiquement par un rétrécissement cellulaire, une condensation de la
chromatine, une fragmentation nucléaire et un bourgeonnement de la
membrane plasmique [48].
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2. La nécrose apparaît lors d’une diminution sévère d’ATP et est, quant
à elle, caractérisée par une rupture brutale et rapide de l’homéostasie
cellulaire qui conduit à la libération du contenu intracellulaire dans le
compartiment extracellulaire provoquant, in vivo, une réaction inflam-
matoire [48].

Actuellement, il semblerait que les cellules tubulaires rénales meurent à la
fois par apoptose et par nécrose (Fig. 2.7), tant dans les modèles animaux
d’IRA que chez des patients présentant une nécrose tubulaire aiguë [86]. Il
n’est cependant pas encore possible de déterminer la contribution relative de
ces deux formes de mort cellulaire dans l’apparition de la défaillance rénale.

2.4 Cytokines et inflammation

Dans le premier chapitre, il a été indiqué que le sepsis était un état pro-
inflammatoire accompagné d’une production excessive de cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNF-α et l’IL-1. Ces facteurs humoraux font
partie intégrante de la défaillance rénale septique ; le rein étant particuliè-
rement vulnérable aux lésions induites par les cytokines [50, 51].

2.4.1 TNF-α et IL-1

La plupart des lésions rénales induites par les cytokines sont dues au TNF-α
et à l’IL-1. En effet, celles-ci déclenchent le relargage d’autres cytokines (sec-
tion 1.3), la vasoconstriction des tissus (section 2.2), la production de ROS
(section 2.3), l’induction du facteur tissulaire (section 1.3) et la promotion
de thromboses (section 1.3).

Plus particulièrement, lorsque des animaux sont traités avec le TNF-α et
l’IL-1, des lésions rénales apparaissent et le flux sanguin rénal diminue [87].
De plus, il a été montré que le TNF-α induisait la mort par apoptose des cel-
lules endothéliales glomérulaires [88]. Plus récemment, l’effet toxique direct
du TNF-α sur le rein a été mis en évidence par Knotek et al. L’utilisation
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de récepteurs solubles qui neutralisent le TNF-α apporte une protection ré-
nale chez des souris en choc septique [89]. Par ailleurs, des souris déficientes
en récepteurs du TNF-α sont résistantes à la défaillance rénale induite par
le LPS et présentent moins d’apoptose tubulaire [90]. Le TNF-α est, par
conséquent, un médiateur important dans l’apparition de l’IRA septique.

2.4.2 Endothéline

L’endothéline est un peptide sécrété par l’endothélium vasculaire qui a un
effet vasoconstricteur puissant sur les cellules musculaires lisses. Sa produc-
tion est stimulée par les cytokines pro-inflammatoires et permet, dans un
premier temps, de maintenir la pression artérielle dans la phase initiale du
sepsis. Cependant, sa libération cause de fortes constrictions des artérioles
afférentes et efférentes du rein, participant ainsi à l’ischémie rénale [87]. L’in-
jection intrarénale d’un sérum anti-endothéline à un modèle de rat septique
a d’ailleurs permis de diminuer l’altération de la fonction rénale induite par
l’endotoxine [91].

Fig. 2.8 – Mécanismes impliqués dans la physiopathologie de la
défaillance rénale apparaissant lors du sepsis. Illustration inspirée de
[50].
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En conclusion, l’insuffisance rénale aiguë est une complication grave au cours
du sepsis. Elle signe un retentissement sévère de la maladie septique et est
indépendamment associée à une surmortalité [92]. Sa physiopathologie est
en partie liée aux désordres hémodynamiques rénaux induits par le sepsis
mais d’autres facteurs sont à prendre en compte, tels que le stress oxy-
dant, l’apoptose cellulaire et l’inflammation (Fig. 2.8), afin de proposer de
nouvelles stratégie préventives et/ou thérapeutiques.
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CHAPITRE 3

Dysfonctionnement du
métabolisme énergétique

L’hypoperfusion induite par une vasoconstriction rénale est le mécanisme
principal le plus souvent proposé pour expliquer l’apparition d’une insuffi-
sance rénale aiguë (IRA) lors d’un sepsis [22, 66, 68, 93]. Cependant, depuis
quelques années, l’altération microcirculatoire ne suffit plus à elle seule pour
expliquer ce processus d’IRA. Deux grands essais cliniques mis en place
pour optimiser l’oxygénation des tissus chez les patients septiques, avec un
syndrome de défaillance multi-viscérale déclaré, n’ont pas eu les effets béné-
fiques escomptés dans le rétablissement des patients [3, 4]. Par ailleurs, une
étude globale des différents modèles animaux d’IRA septique, effectuée par
Langenberg et al., a mis à mal ce paradigme de l’altération hémodynamique.
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Elle indique que les mesures du flux sanguin rénal dépendent fortement du
modèle expérimental mis en place. Ainsi, bien qu’une diminution de ce flux
soit observée dans 62% des études animales recensées, aucune conclusion
générale ne peut être tirée quant à l’implication du trouble de la circulation
sanguine dans le développement de l’IRA septique [94].

Parallèlement à ces études de flux vasculaire, une diminution de la consom-
mation en O2 et une élévation de la pression partielle en O2 au sein des
tissus ont été observés chez des patients septiques [95, 96]. Ces phénomènes
suggèrent un problème lié à une utilisation inadéquate de l’O2 plutôt qu’un
défaut dans sa distribution. Un nouveau mécanisme a alors été proposé pour
expliquer l’apparition de la défaillance rénale au cours du sepsis et repose
sur un déficit de l’extraction cellulaire de l’O2. Que celui-ci soit acheminé
correctement ou non par le système microvasculaire jusqu’au tissu rénal, les
cellules n’utiliseraient plus correctement l’O2. Ce dysfonctionnement a été
nommé par E. Robin « dysoxie tissulaire » [97].

La première partie de cette thèse de doctorat a consisté à vérifier cette hy-
pothèse sur un modèle cellulaire d’inflammation du rein induite par une
endotoxine bactérienne, à savoir le lipopolysaccharide. L’utilisation de deux
méthodes complémentaires, à savoir l’oxygraphie de haute résolution et la
spectroscopie de résonance paramagnétique électronique, a permis de mon-
trer que les cellules rénales présentaient une vitesse de consommation en O2
significativement réduite lorsqu’elles étaient traitées avec le LPS, suggérant
ainsi une altération du métabolisme cellulaire de l’O2.
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3.1 Avant-propos

3.1.1 Métabolisme et énergie

Le métabolisme correspond à l’ensemble des réactions biochimiques qui
gèrent les ressources énergétiques d’une cellule. Il constitue un réseau com-
plexe de réactions dans lequel on distingue le catabolisme de l’anabolisme
[52] :

1. Les voies cataboliques sont des processus de dégradation qui libèrent de
l’énergie en décomposant des molécules complexes en des composés plus
simples.
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2. Les voies anaboliques, quant à elles, consomment de l’énergie et per-
mettent d’élaborer des molécules complexes à partir de molécules plus
simples.

Ce transfert d’énergie entre le catabolisme et l’anabolisme se nomme cou-
plage énergétique et est en grande partie possible grâce à une molécule
appelée adénosine-5’-triphosphate (ATP). Lorsque la liaison du phosphate
terminal de l’ATP est rompue par hydrolyse, une molécule inorganique Pi
est libérée et l’ATP devient alors adénosine diphosphate (ADP). L’éner-
gie libérée par cette réaction est utilisée par la cellule, à l’aide d’enzymes
spécifiques, pour des processus endergoniques. La quasi totalité du travail
cellulaire repose sur la capacité de l’ATP à activer d’autres molécules en
leur transférant des groupements phosphates. La régénération de l’ATP par
l’ajout d’un phosphate à de l’ADP étant endergonique, l’apport d’énergie
est principalement assuré par la respiration cellulaire [52].

3.1.2 Respiration cellulaire aérobie

La respiration cellulaire aérobie est une des principales voies cataboliques
qui décompose le glucose en CO2 et H2O. Elle comprend trois stades méta-
boliques représentés dans la Fig. 3.1.

1. La glycolyse, qui a lieu dans le cytosol, dégrade le glucose en pyruvate.
Son rendement net est de deux moles d’ATP et de deux moles de NADH
+ H+ par mole de glucose.

2. Le cycle de Krebs, qui se déroule dans la matrice mitochondriale, dégrade
le pyruvate, d’abord converti en acétyl-CoA, en CO2. Le rendement net
de ce cycle est d’une mole d’ATP, de quatre moles de NADH + H+ et
d’une mole de FADH2 par mole de pyruvate.

3. La chaîne de transport d’électrons, au niveau de la membrane interne des
mitochondries, accepte les électrons fournis par la glycolyse et le cycle
de Krebs et les transmet à un complexe enzymatique qui les combinent
à des protons et à l’O2 pour former de l’H2O. L’énergie libérée à chaque
maillon de la chaîne est alors emmagasinée sous une forme que la mi-
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tochondrie peut utiliser pour produire de l’ATP. Près de 90% de l’ATP
engendrée par la respiration cellulaire provient de ce mode de synthèse
appelé « phosphorylation oxydative ».

CHAÎNE DE 

TRANSPORT

DES ELECTRONS ET

PHOSPHORYLATION

OXYDATIVE

GLYCOLYSE
CYCLE DE

KREBS

Electrons 

transférés par le 

NADH

ATP synthase

ATP

Electrons 

transférés par le 

NADH et FADH

Mitochondrie

Cytosol

25-29 ATP2 ATP2 ATP

2

Fig. 3.1 – La respiration cellulaire fournit l’énergie nécessaire
à une cellule pour fonctionner en produisant de l’ATP, source
d’énergie directement utilisable par la cellule. Illustration inspirée
de [52].

3.1.3 Objectif de l’étude

La respiration est donc indispensable au bon fonctionnent de la cellule. Elle
utilise l’O2 pour produire de l’ATP, source d’énergie pour toutes les ré-
actions chimiques du métabolisme. Cette première étude a été conçue et
réalisée pour vérifier que l’hypothèse de dysoxie tissulaire était un méca-
nisme possible de défaillance rénale au cours d’un sepsis. En d’autres mots,
elle essaye de déterminer si l’inflammation inhérente au sepsis induit des
perturbations dans la respiration des cellules rénales. Pour y arriver, nous
avons mis en place un modèle cellulaire d’inflammation du rein et étudié la
consommation en O2 et la production en ATP des cellules.
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3.2 Méthodes expérimentales

3.2.1 Mise en place du modèle de stress cellulaire

Les études à partir de modèles animaux de l’IRA septique ne permettent
pas de dissocier les effets directs de l’inflammation sur les cellules rénales
des effets secondaires liés à la vasoconstriction rénale et à l’hypoperfusion
capillaire. Pour mieux comprendre les mécanismes qui sous-tendent la dé-
faillance rénale, il nous est donc apparu opportun de mettre en place un
modèle cellulaire de l’inflammation du rein susceptible de mimer l’effet in
vivo (Fig. 3.2).

Fig. 3.2 – Parallèle entre le problème clinique et le modèle expé-
rimental mis en place dans cette thèse de doctorat.

Dans ce modèle, le rein est modélisé par des cellules épithéliales tubulaires
proximales (PTC) dérivées d’un rein humain normal. Cette lignée cellulaire,
appelée HK-2, a été fournie par le centre de ressources biologiques American
Type Culture Collection (ATCC, CRL-2190). Il s’agit de cellules bien dif-
férenciées, sur la base de leurs propriétés histochimiques, cytochimiques et
fonctionnelles, qui sont capables de reproduire des résultats expérimentaux
obtenus avec des PTC fraîchement isolées [98]. Compte tenu de ces caracté-
ristiques, les cellules HK-2 semblent être un outil de choix pour l’étude de
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la physiopathologie des PTC.

Les cellules ont été cultivées dans du milieu DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium, Lonza, Belgique) avec 10% de FBS (Fetal Bovine Serum,
Gibco Laboratories, Belgique), 2 mM L-glutamine, 100 U/ml de pénicil-
line et 100 µg/ml de streptomycine (Invitrogen, Belgique). Elles ont été
maintenues à 37°C dans un incubateur à CO2 pour permettre leur bonne
croissance.

Le stress inflammatoire a été induit lorsque la culture atteignait 70% de
confluence, c’est-à-dire dans sa phase de croissance exponentielle. Toujours
sans aucune privation d’O2, l’inflammation des cellules a été induite par
l’ajout d’une endotoxine bactérienne, à savoir le lipopolysaccharide (LPS,
Escherichia coli 055 : B5, Sigma-Aldrich, Belgique), dans le milieu de culture
fraîchement renouvelé. Comme une étude préliminaire effectuée par Le Dorze
et al. a montré que les perturbations induites par le LPS sur les cellules HK-2
étaient indépendantes de la dose utilisée (de 100 ng/ml à 100 µg/ml), nous
avons décidé de travailler avec une dose fixée à 1 µg/ml et d’étudier l’effet
du LPS sur les HK-2 au cours du temps (de 1 h à 24 h) [99].

3.2.2 Respirométrie de haute résolution

3.2.2.1 Principe de la technique

La respirométrie de haute résolution utilise un appareil oxygraphique (Fig.
3.3) pour étudier la respiration d’organismes vivants. Les cellules rénales
HK-2 sont placées dans deux chambres fermées hermétiquement et la concen-
tration en O2 (CcO2) y est mesurée à intervalles réguliers par une sonde po-
larographique afin de contrôler la consommation en O2 de l’échantillon. Ce
suivi permet aussi de déterminer la vitesse à laquelle l’échantillon consomme
l’O2 initialement disponible, c’est-à-dire sa vitesse de consommation en O2
(vO2) [100, 101].

Les deux chambres de mesure contiennent chacune 1.5 107 cellules HK-2
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entières, traitées ou non avec l’endotoxine. La suspension cellulaire dans du
milieu DMEM sans rouge phénol est maintenu sous agitation à l’aide d’un
barreau magnétique pour éviter la formation d’agglomérats. Un thermoré-
gulateur permet également le contrôle précis et constant de la température
fixée à 37°C. Tous les composants en contact avec le milieu d’expérimen-
tation doivent être totalement inertes vis-à-vis de l’oxygène. Ainsi, les phé-
nomènes d’absorption et de relargage, respectivement à hautes et basses
CcO2, doivent être minimisés au risque de rendre les mesures oxymétriques
non interprétables. Ces deux types de phénomènes peuvent être corrigés par
une calibration effectuée par titration de l’O2.

Fig. 3.3 – L’oxygraphe-2k (Oroboros, Autriche) utilisé pour la
respirométrie de haute résolution contient deux chambres indé-
pendantes A et B. Dans chacune d’elle, la CcO2 d’un échantillon
cellulaire y est enregistrée en continu par une sonde polarogra-
phique. Illustration tirée de [102].

Le système de mesure est une sonde polarographique à O2 de type « élec-
trode de Clark » représenté dans la Fig. 3.4. Il s’agit d’une sonde composée
d’une cathode de platine (pôle négatif) entourée d’une anode d’argent (pôle
positif) entre lesquelles est maintenue une différence de potentiel ∆V de
0,7 V. Toutes deux sont immergées dans une solution de KCl isolée de la
cuve par une membrane de Téflon perméable aux gaz et particulièrement
à l’O2. Les concentrations en O2 de part et d’autre de la membrane sont
donc en équilibre. Sous l’influence de ∆V, l’O2 dissous dans la solution de
KCl diffuse vers la cathode où il est réduit en H2O, tandis qu’au niveau
de l’anode se produit l’oxydation de l’argent. Il en résulte un courant très
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3. Dysfonctionnement du métabolisme énergétique

faible, proportionnel à la CcO2 du milieu dans lequel baigne l’électrode,
qui est détecté, amplifié et mesuré. Les données sont ensuite enregistrées et
traitées par le logiciel DatLab [101].

d

b

a

e

c

Cathode : O2 + 4H+ + 4 e– −−→ 2 H2O
Anode : 4 Ag + 4 Cl– −−→ 4 AgCl ↓ + 4 e–

Fig. 3.4 – La sonde polarographique à O2 est constituée d’une
cathode de platine (a) et d’une anode Ag/AgCl (b), toutes deux
plongées dans une solution électrolytique de KCl (c) enveloppée
d’une membrane de Téflon (d) maintenue en place par un anneau
de plastique (e) [103]

3.2.2.2 Précautions

Il faut noter que la CcO2 mesurée est limitée par la vitesse de renouvellement
de l’O2 sous la membrane. Celle-ci dépend notamment de la teneur en O2
du milieu où se trouve l’extrémité de l’électrode mais aussi de la vitesse de
diffusion de ce gaz au travers de la membrane. Ainsi, un grand nombre de
facteurs entrent en jeu et doivent être contrôlés, tels que la température et
la viscosité du milieu, l’épaisseur et la perméabilité de la membrane et la
vitesse de rotation du barreau magnétique 1 [101].

La réduction de l’O2 en H2O est un processus qui consomme lui-même de
l’O2. Le signal du flux d’O2 mesuré représente donc la somme des consom-
mations du système de mesure (électrode) et des cellules HK-2. La calibra-
tion de l’appareil effectuée avant chaque mesure expérimentale permet de
déterminer la consommation en O2 du système de mesure et de la corriger.

1. Plus l’agitation et la température augmentent, plus la diffusion est rapide, et plus
la valeur mesurée est élevée.

75



3.2. Méthodes expérimentales

3.2.3 Oxymétrie par RPE

3.2.3.1 Principe de la technique

L’oxymétrie par spectroscopie de résonance paramagnétique électronique
(RPE) est une méthode quantitative qui mesure la respiration cellulaire par
la détermination locale de la pression partielle en O2 [104, 105]. Elle est
largement utilisée pour des études oxymétriques à la fois in vivo [106, 107,
108] et in vitro [103, 109, 110].

L’oxymétrie par RPE se base sur les propriétés paramagnétiques de la molé-
cule d’O2 qui possède deux électrons non appariés. En solution, ce biradical
n’est toutefois pas directement détectable par spectroscopie RPE. Cepen-
dant, il va élargir le spectre RPE d’autres radicaux qui sont eux détectables
par RPE via des interactions d’échange de spin 2 entre les électrons non
appariés et le biradical. La présence d’O2 influence alors à la fois les temps
de relaxation spin-réseau (T1) et spin-spin (T2) de ces sondes. À une aug-
mentation de la CcO2 du milieu étudié correspond alors une diminution des
temps de relaxation de la sonde [111, 112]. Par le principe d’incertitude de
Heisenberg, la décroissance du T2 électronique influencée par la présence
de l’O2 entraîne un élargissement de la raie RPE (∼ 50 mG) du radical tel
que :

∆B∆t ∼ 1

En pratique, pour faire des mesures d’oxymétrie par RPE, il faut introduire
une sonde paramagnétique senseur de l’O2 dans l’échantillon cellulaire et
détecter les modifications de son spectre RPE au cours du temps pour ob-
server la respiration cellulaire.

2. Le principe d’exclusion de Pauli stipule que 2 fermions ne peuvent pas se trouver
au même endroit dans le même état quantique.
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3. Dysfonctionnement du métabolisme énergétique

3.2.3.2 Choix du senseur et calibration

De nombreuses sondes à O2 ont été développées et utilisées pour mesurer
sa concentration in vivo et in vitro. Ceux-ci doivent posséder les caractéris-
tiques suivantes [112] :
– être très sensible à l’O2,
– présenter une très grande stabilité chimique et physique,
– être non toxique et complètement inerte dans l’échantillon.

La sonde utilisée au cours des expériences d’oxymétrie par RPE est un ra-
dical nitroxide neutre soluble, 15N-4-oxo-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-d16-
1-oxyl (15N-PDT, CDN Isotopes, Canada), dont les caractéristiques du
spectre, à savoir forme et largeur de raies, sont très sensibles à la présence
d’O2. Lorsque du 15N-PDT est ajouté à la suspension cellulaire, le nitroxide
se répartit au travers de l’espace extracellulaire et intracellulaire. L’évolu-
tion de la largeur des raies caractéristique de son spectre RPE renseigne
alors sur la CcO2 in situ [109].
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Fig. 3.5 – Courbe de calibration de la largeur de raie RPE du
15N-PDT en fonction de la proportion en O2 dans du DMEM
sans rouge phénol [103].
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Les changements dans le spectre RPE de la sonde nitroxide peuvent être
calibrés à partir de concentrations connues en O2 et ensuite utilisés pour
mesurer la quantité d’O2 présente dans la solution cellulaire en termes de
concentration cellulaire CcO2 ou de pression partielle pO2.

CcO2 = pO2 ∗ solubilité

La sonde (0.2 mM dans du DMEM 10% dextran) est calibrée pour diverses
valeurs de pO2 comprises entre 100% d’azote et 21% d’oxygène (air). Ces
mesures permettent d’obtenir la relation existante entre la largeur de raie
du nitroxide et la CcO2 présente dans l’échantillon. Cette calibration (Fig.
3.5) a été effectuée par le laboratoire de Résonance Magnétique Biomédicale
de l’Université catholique de Louvain (Bruxelles, Belgique) [103, 113].

3.2.3.3 Protocole

Les cellules rénales HK-2, incubées au préalable pendant 1 h, 3 h, 6 h ou
18 h avec 1 µg/ml de LPS, sont collectées dans du DMEM contenant 10%
de dextran qui permet de les maintenir en suspension. 15N-PDT (0.2 mM)
est ajouté à 100 µl de cette suspension cellulaire (7.5 106 cellules/ml). Le
mélange est ensuite aspiré dans un tube capillaire fin en verre, fermé hermé-
tiquement aux deux extrémités par de la paraffine de telle sorte qu’aucune
bulle d’air y reste piégée. Ces tubes d’échantillons cellulaires scellés sont
ensuite placés dans un tube RPE de quartz. L’échantillon est maintenu à
37°C durant tout le temps de la mesure. Les spectres RPE sont enregistrés
toutes les minutes jusqu’à stabilisation de la largeur de raie du nitroxide
par un spectromètre de RPE Brucker EMX fonctionnant à 9.5 GHz.

La Fig. 3.6 montre l’évolution de la raie RPE de la sonde 15N-PDT au cours
du temps lorsque la sonde se trouve dans un échantillon fermé contenant
les cellules HK-2. La largeur de raie diminue au cours du temps tradui-
sant une diminution de la CcO2 dans la suspension cellulaire. La vitesse de
consommation est alors obtenue en utilisant la courbe de calibration reliant
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la largeur de raie du 15N-PDT à la CcO2 (Fig. 3.5) et en déterminant la
pente de la droite qui traduit l’évolution de cette concentration au cours du
temps [110].

3372,0 3372,2 3372,4 3372,6 3372,8 3373,0

0

In
te

ns
ité

 (U
.A

.)

Champ magnétique (Gauss)

Temps:
 1 min
 2 min
 3 min
 4 min
 5 min
 6 min

Fig. 3.6 – La largeur de raie RPE du spin 15N-PDT étant reliée à
la pO2 dans le milieu DMEM, sa diminution au cours du temps
traduit une diminution dans la CcO2 de l’échantillon cellulaire. Ce
suivi temporel permet de déterminer la vitesse de concommation
en O2 des cellules HK-2.

3.2.4 Mesure de la production d’ATP

La production d’ATP par les cellules HK-2 traitées pendant 1 h, 6 h et 24 h
avec du LPS a été évaluée et comparée à celle des cellules non traitées (dites
contrôles, CTRL). Ce dosage a été effectué à partir d’un kit commercial
(ATP bioluminescent assay kit, Sigma-Aldrich, Belgique) qui détecte l’ATP
par la réaction avec la luciférine en présence de luciférase et d’oxygène.
La réaction produit alors l’oxyluciférine et s’accompagne d’une émission de
lumière (560 nm) détectée par un spectrofluoromètre (Fluoroskan Ascent
Microplate Fluorometer, Thermo scientific, Belgique).
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3.2.5 Analyse du type de mort cellulaire

L’étude de la mortalité cellulaire a été effectuée par cytométrie en flux au
GIGA-Imagerie et cytométrie en flux du CHU de Liège (Belgique). L’utilisa-
tion d’un kit commercial (Annexin-V-Fluos staining Kit, Roche, Allemagne)
a permis de détecter et de quantifier les modes de mort cellulaire entrepris
par les cellules HK-2 lors du stress endotoxinique. Ce kit contient deux fluo-
rophores, l’annexine (ANN) et l’iodure de propidium (PI), et permet de
distinguer les cellules en apoptose des cellules en nécrose.

Dans les premières étapes de l’apoptose, des changements apparaissent au
niveau de la surface cellulaire. Une des altérations de la membrane plasmique
provoque l’exposition à la surface de phosphatidylsérine, normalement uni-
quement présente sur le feuillet interne de la membrane. L’annexine re-
connaît cette phosphatidylsérine externalisée et s’y fixe. Dans les dernières
étapes de l’apoptose, les membranes se perméabilisent totalement et l’iodure
de propidium diffuse dans les cellules pour y colorer leur noyau.

Fig. 3.7 – Répartition des cellules HK-2 en fonction de la fluores-
cence en ANN et PI sans traitement (a) et après 6 h d’incubation
avec le LPS (b).

Par conséquent, les cellules positives à l’annexine sont en apoptose (ANN+/
PI− et ANN+/PI+) et les cellules nécrotiques sont uniquement positives à
l’iodure de propidium (ANN−/PI+). Les cellules qui ne sont pas positives à
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ces deux fluorophores sont quant à elles vivantes (ANN−/PI−) (Fig. 3.7).

3.2.6 Analyse statistique des données

Pour les chapitres 3, 4 et 5, les résultats sont exprimés en « moyenne ±
écart-type ». Le test t de Student a été utilisé pour comparer deux condi-
tions expérimentales différentes. Les valeurs de P inférieures à 0.05 ont été
considérées comme statistiquement significative.

3.3 Résultats

3.3.1 Étude de la vitesse de respiration basale des cellules

3.3.1.1 Respirométrie de haute résolution

La technique de respirométrie de haute résolution a été utilisée pour suivre
la CcO2 (µM) et la vO2 (pmol O2/s/106 cellules) des cellules HK-2 isolées
dans les chambres de l’oxygraphe (Fig. 3.8).

Les cellules HK-2 intactes consomment l’O2 initialement présent (160 µM)
en 25 min avec une vitesse de respiration basale de 21 pmol O2/s/106 cel-
lules (Fig. 3.8 A). Le LPS modifie cette vitesse après un temps d’incubation
suffisamment long (Fig. 3.8 B). Une incubation d’1 h du LPS avec les cel-
lules n’a aucun effet significatif sur leur vO2 (P = 0.25). Par contre, lorsque
les cellules sont incubées 6 h ou 18 h avec le LPS, leur vO2 diminue signifi-
cativement de l’ordre de 20% (P = 0.02 et P = 0.08 respectivement).

Cette première observation faite par respirométrie de haute résolution a
ensuite été comparée à celle réalisée par oxymétrie de RPE. En effet, cette
dernière méthode étant plus sensible aux mesures de consommation en O2,
elle permet de vérifier si l’altération de la respiration des cellules HK-2 se
produit pour des temps d’incubation avec le LPS inférieurs à 6 h [103].
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Fig. 3.8 – Variation de la vitesse de consommation en O2 des
cellules HK-2 (7.5 106 cellules/ml) dans du DMEM.
A : Profil schématique de la CcO2 (ligne continue) et de la vO2
(ligne discontinue) lors d’une mesure par respirométrie de haute
résolution.
B : Influence du temps d’incubation du LPS (1 h, 6 h et 18 h) sur
la vO2 des cellules HK-2.
n = 3 ; n.s., P > 0.05 ; *, P ≤ 0.1 ; **, P ≤ 0.05.

3.3.1.2 Oxymétrie de RPE

Par oxymétrie de RPE, les variations au cours du temps de la CcO2 des
cellules HK-2 incubées ou non avec 1 µg/ml de LPS pendant 1 h, 3 h, 6 h
et 18 h sont montrées dans la Fig. 3.9. Aucune modification de la pente
n’est observée après 1 h ou 3 h d’incubation avec l’endotoxine. Par contre,
une diminution significative de la pente, traduisant un ralentissement de
la consommation en O2 de cellules HK-2, est observée après 6 h et 18 h
d’incubation.
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Fig. 3.9 – Mesure par oxymétrie de RPE de la vO2 des cellules
HK-2. 7.5 106 cellules ont été incubées en l’absence (�) et en
présence (�) de LPS pendant 1 h, 3 h, 6 h et 18 h. Les lignes
discontinue et continue respectives correspondent aux approxi-
mations linéaires des données expérimentales.

Lorsque ces résultats sont quantifiés, les mêmes observations sont faites que
celles effectuées en respirométrie de haute résolution (Fig. 3.10). La vO2
ne change pas lorsque les cellules sont incubées pour une courte période de
temps avec le LPS : 8.8±2.1/min/7.5 106 cellules pour les cellules contrôles,
8.2 ± 0.4/min/7.5 106 cellules pour les cellules incubées 1 h avec le LPS (P
= 0.5) et 8.2 ± 2.5/min/7.5 106 cellules pour les cellules incubées 3 h avec
le LPS (P = 0.6).

En revanche, lorsque les cellules sont incubées pour une longue période de
temps avec le LPS, la vO2 diminue significativement à 6.7±1.4/min/7.5 106

cellules et 6.0 ± 1.2/min/7.5 106 cellules pour les cellules incubées respecti-
vement 6 h (P = 0.05) et 18 h (P = 0.002) avec le LPS, soit une diminution
de 25-30% en comparaison avec les cellules contrôles.
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Fig. 3.10 – La vO2 des cellules HK-2 (7.5 106 cellules/ml) mesurée
par oxymétrie de RPE est plus élevée pour les cellules contrôles
que pour les cellules traitées 6 h et 18 h avec le LPS. Par contre,
elle reste identique pour les cellules traitées 1 h et 3 h avec le
LPS.
n = 3 ; *, P ≤ 0.05 ; **, P ≤ 0.005.
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Fig. 3.11 – Les cellules HK-2 n’ont pas la capacité de récupérer
une respiration normale même lorsqu’elles passent 24 h dans un
environnement non toxique après avoir subi un stress endotoxi-
nique durant 6 h.
n = 5 ; *, P ≤ 0.05.
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3.3.2 Étude de la réversibilité du phénomène

La réversibilité de cette diminution de vO2 des cellules HK-2 a été testée
en les incubant 6 h avec du LPS, en les rinçant plusieurs fois avec du PBS,
et en les laissant récupérer 24 h supplémentaires dans du milieu frais ne
contenant pas d’endotoxine avant d’effectuer la mesure. Comme indiqué
dans la Fig. 3.11, après ces 24 h de recouvrement dans un environnement
sans endotoxine, la vO2 mesurée par oxymétrie de RPE reste diminuée de
25% : 6.2±1.1/min/7.5 106 cellules comparé à 9.1±2.6/min/7.5 106 cellules
des cellules contrôles (P = 0.05).

3.3.3 Altération dans la production d’ATP

Les mesures effectuées par bioluminescence suggèrent une inhibition par le
traitement au LPS de la production d’ATP des cellules HK-2 (Fig. 3.12). En
effet, une diminution de 30% dans la production d’ATP est observée après
6 h de traitement (P = 0.004) en comparaison avec les cellules contrôles.
Cette perte de production est maintenue après 24 h de traitement (P =
0.0007) mais également à la suite de 24 h de recouvrement dans un envi-
ronnement sans endotoxine (P = 0.004).

3.3.4 Mort cellulaire par apoptose

L’analyse par cytométrie en flux de la fluorescence de l’annexine et de l’io-
dure de propidium a permis de déterminer la proportion de cellules mortes à
la suite du traitement au LPS. Il apparaît que le LPS n’induit pas de morta-
lité significative des cellules HK-2 pendant les premières 24 h du traitement,
la proportion de cellules vivantes étant maintenue à 90%. Cependant, après
48 h et 72 h, la proportion de cellules apoptotiques augmente significati-
vement, atteignant respectivement 40% et 55%. La proportion de cellules
nécrotiques reste quant à elle faible, de l’ordre de 10%.
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Fig. 3.12 – Détermination du niveau de l’ATP cellulaire dans les
cellules HK-2 traitées au LPS par bioluminescence. Le traitement
d’1 h des cellules avec le H2O2 a été utilisé comme contrôle positif.
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Fig. 3.13 – Effet du LPS sur la mortalité des cellules HK-2. Pour-
centage de cellules vivantes (�), apoptotiques (�) et nécrotiques
(N) après le traitement au LPS.
n = 3 ; *, P ≤ 0.05.
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3.4 Discussion et conclusion

La défaillance énergétique comme cause possible de la défaillance d’organe
au cours d’un sepsis n’est pas un concept nouveau. Déjà en 1997, Kanthrow
et al. rapportèrent une altération de l’utilisation de l’oxygène dans les tissus
du foie à partir d’un modèle animal de sepsis [114]. Cette étude et d’autres
publiées par la suite [115] ont formé la base de la théorie de l’« hypoxie
cytopathique » qui applique le concept de dysoxie tissulaire au sepsis [97].
Un facteur important dans la pathogénicité de la défaillance d’organe serait
alors une dérégulation du métabolisme énergétique des cellules qui se mani-
feste par une altération de leur utilisation de l’oxygène disponible [6, 116].

Les deux études de respirométrie de haute résolution et d’oxymétrie de RPE
ont montré que l’incubation des cellules HK-2 avec l’endotoxine LPS induit
une diminution de leur consommation en O2 (20% et 30% respectivement)
pour autant que le temps d’incubation soit d’au moins 6 h. Ces résultats
sont en accord avec l’étude de James et al. qui avait mis en évidence l’in-
fluence du LPS sur la vitesse de consommation en O2 de cellules provenant
de cortex rénaux murins [110]. Ces résultats confirment également ceux ob-
tenus préalablement par la technique de quenching de la phosphorescence
d’un dérivé de la porphyrine par l’O2 [99]. Ces travaux ont en effet montré
que la consommation en O2 des cellules HK-2 diminuait lorsqu’elles étaient
incubées avec du LPS et que cet effet était indépendant de la dose LPS (100
ng/ml, 1µg/ml et 100 µg/ml) et du temps d’incubation (6 h et 18 h).

Cette altération dans la fonction respiratoire des cellules HK-2 traitées au
LPS pourrait être simplement la traduction d’une décroissance du nombre
de cellules vivantes. Cependant, les mesures de mortalité cellulaire effectuées
par cytométrie en flux montrent que systématiquement 90% des cellules sont
encore vivantes après 24 h de traitement. Cette hypothèse ne peut donc pas
être retenue pour expliquer la diminution de la consommation en O2 des
cellules HK-2 traitées 6 h ou 18 h avec le LPS. Dès lors, on peut supposer
que cette perturbation provient d’un dysfonctionnement intracellulaire qui
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trouve son origine dans la « sous-régulation métabolique » [11, 117, 118].

Cette sous-régulation métabolique ou « conformance » a déjà été décrite
pour des cellules hépatocytes et cardiomyocytes en réponse à une diminution
de l’apport en oxygène lors d’épisodes hypoxiques ou ischémiques [119, 120].
Les cellules se trouvent alors dans un état d’économie d’énergie, appelé
« hibernation », et leur viabilité est préservée en cessant les fonctions non
essentielles, ce qui se traduit par une diminution de la consommation en O2
et par une réduction de l’utilisation de l’ATP. Il est intéressant de noter que
ce phénomène était réversible, le retour à la normoxie se traduisant par un
retour à une activité métabolique normale [119, 120].

En regard de ces données de la littérature et de nos premiers résultats, on
peut émettre l’hypothèse que l’inflammation induite par le LPS provoque
un effet direct sur le fonctionnement des cellules rénales. Lors d’un sepsis,
le processus énergétique au niveau cellulaire est perturbé non seulement à
cause d’une détérioration de la microcirculation et donc de l’acheminement
de l’oxygène vers les tissus, mais aussi à cause de l’incapacité des cellules à
utiliser l’oxygène disponible pour produire de l’ATP. Dans ce dernier cas,
le mécanisme impliqué pourrait bien être un changement dans la fonction
mitochondriale, comme décrite par le mécanisme d’hypoxie cytopathique,
qui conduit à une inhibition de la chaîne de transport des électrons et de
la phosphorylation oxydative [6, 45]. Cette hypothèse sera étudiée dans le
chapitre suivant.

Sous stress inflammatoire, il semble que les cellules rénales tentent de se
protéger dans un premier temps en réduisant leur activité métabolique. Elles
se préservent en utilisant moins d’oxygène et en produisant moins d’ATP.
Cependant, à long terme (au-delà de 24 h), ce mécanisme de défense ne suffit
plus et les cellules finissent par mourir par apoptose. L’étude in vitro d’IRA
septique de Pathak et al. avait déjà souligné la présence de cellules rénales
mortes après 10 h de stress sans pour autant en préciser la nature [121].
Dans ce modèle, la rapide apparition de mort cellulaire provient sûrement
du fait que le stress utilisé est plus complet (sérum de patient septique)
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qu’un stress uniquement endotoxinique. Cependant, notre modèle montre
que la voie apoptotique semble être privilégiée lors la de sous-régulation
métabolique des cellules rénales.

Une explication possible de ces phénomènes apoptotiques peut provenir du
fait que le mécanisme de défense mis en place n’est pas réversible. En effet,
le retour dans un environnement sans endotoxine ne s’accompagne pas d’un
rétablissement de l’activité métabolique. Comme mentionné par M. Singer,
ce qui semble commencer par une adaptation cellulaire face à des condi-
tions environnementales défavorables évolue finalement vers un processus
pathologique [118].

En extrapolant ces résultats au cas clinique, on peut supposer que la dé-
faillance énergétique du rein lors du sepsis peut persister, même si les pa-
ramètres hémodynamiques sont rétablis au niveau de l’organe, et conduire
malgré tout à la défaillance générale du rein.
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CHAPITRE 4

Altérations fonctionnelles des
mitochondries

Pour expliquer l’apparition d’une défaillance rénale au cours d’un sepsis,
l’hypothèse d’une hypoperfusion tissulaire a été écartée au profit d’une dé-
régulation du métabolisme de l’oxygène au niveau cellulaire appelée hypoxie
cytopathique [116]. Que l’oxygène soit correctement acheminé ou non par le
système microvasculaire au niveau des tissus, les cellules ne l’utilisent plus
correctement.

Aujourd’hui, de plus en plus d’études rapportées dans la littérature scien-
tifique semblent indiquer que la mitochondrie jouerait un rôle central dans
la pathogénicité du sepsis [45, 122, 123]. La phosphorylation oxydative mi-
tochondriale étant responsable à 90% de la consommation en O2 et de la
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production d’ATP par le corps humain, il est raisonnable de suggérer qu’une
altération de l’activité des mitochondries peut être à l’origine du dysfonc-
tionnement du métabolisme énergétique observé lors du sepsis.

Dans cette partie du travail de thèse, nous avons tenté de déterminer si
l’altération de la respiration des cellules rénales, détectée plus tôt, pouvait
trouver son origine dans une altération de la fonction mitochondriale. Cette
étude, essentiellement basée sur des méthodes de fluorescence et de biochi-
mie, a permis de montrer que la chaîne respiratoire mitochondriale est effec-
tivement perturbée dans les cellules HK-2 traitées au LPS. En particulier,
l’inhibition de l’activité de la cytochrome c oxydase semble être à l’origine
de l’interruption de la phosphorylation oxydative et donc de la bonne uti-
lisation de l’O2 par les cellules pour produire de l’ATP. L’hypothèse d’une
hypoxie cytopathique semble donc être vérifiée dans notre modèle cellulaire
de l’inflammation du rein.
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4.1 Avant-propos

4.1.1 Respiration mitochondriale

Les mitochondries sont des organites intracellulaires impliqués dans un grand
nombre de voies métaboliques, telles que la β-oxydation des acides gras
et le cycle de Krebs, et de voies physiologiques, telles que la thermoge-
nèse et l’apoptose. Cependant, en condition aérobie, leur principale fonction
consiste à produire de l’ATP via la phosphorylation oxydative. À ce titre,
les mitochondries sont fort justement appelées « centrales énergétiques » de
la cellule.

4.1.1.1 Structure des mitochondries

Les mitochondries sont constituées de deux membranes imbriquées, de struc-
ture et de fonction distinctes. La membrane externe définit le périmètre ex-
terne lisse des mitochondries, tandis que la membrane interne possède de
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nombreuses invaginations, appelées crêtes, qui augmentent la surface consa-
crée à la respiration cellulaire. Ces membranes délimitent deux comparti-
ments mitochondriaux : l’espace inter-membranaire et la matrice [52].

La membrane externe contient différents canaux transmembranaires au tra-
vers desquels les ions et les petites molécules peuvent facilement passer. Bien
que le flux de métabolites à travers la membrane externe limite la vitesse
d’oxydation mitochondriale, la membrane interne constitue la principale
barrière de perméabilité entre le cytosol et la matrice mitochondriale.

La membrane interne et la matrice mitochondriale sont les sites de la plupart
des étapes de la respiration cellulaire dont les trois principales permettent :

1. la réduction de transporteurs d’électrons, à savoir la nicotinamide adé-
nine dinucléotide NAD+ en NADH et la flavine adénine dinucléotide
FAD en FADH2, lors de l’oxydation du pyruvate et des acides gras en
CO2 dans la matrice ;

2. le transfert des électrons de NADH et FADH2 vers l’O2 dans la membrane
interne et son couplage à la création d’une force proton-motrice à travers
celle-ci ;

3. l’utilisation de l’énergie stockée dans le gradient électrochimique de pro-
tons pour la synthèse d’ATP.

Il est intéressant de souligner que le NADH présent dans la matrice mito-
chondriale peut également provenir du cytosol. Des transporteurs à élec-
trons, se trouvant dans la membrane interne mitochondriale, peuvent trans-
férer les électrons du NADH cytosolique vers la matrice suivant le bilan
net :

NADHcytosol + NAD+
matrice −−→ NAD+

cytosol + NADHmatrice

4.1.1.2 Chaîne de transport des électrons

Les mitochondries possèdent au sein de leur membrane interne une chaîne
enzymatique spécifique et hautement spécialisée, appelée « chaîne de trans-
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port des électrons » ou simplement « chaîne respiratoire », qui a pour rôle
de réoxyder les coenzymes réduits NADH et FADH2 en transférant leurs
électrons vers l’accepteur final qui est l’oxygène.

Cette chaîne de transport des électrons est constituée de quatre complexes
protéiques et de deux transporteurs d’électrons mobiles, l’ubiquinone (CoQ)
et le cytochrome c (cyt c). Les complexes sont disposés le long de la chaîne en
fonction de leur potentiel d’oxydoréduction, de telle sorte que les électrons
transitent du composé ayant le plus faible potentiel redox, à savoir le NADH,
vers celui ayant le potentiel redox le plus élevé, à savoir l’O2 (Fig. 4.1) [52].

NAD+ + 2 H+ + 2 e− −−→ NADH + H+ Eo−−-0.320V

O2 + 4 H+ + 4 e− −−→ 2 H2O Eo−−1.23V

Complexe I : NADH-ubiquinone oxydoréductase
Le complexe I catalyse le transfert de deux électrons du NADH à l’ubiqui-
none. Cette réaction provoque alors le transport de quatre protons de la
matrice vers l’espace inter-membranaire.

NADH + CoQ + 2 H+ −−→ NAD+ + H+ + CoQH2

Complexe II : Succinate-ubiquinone oxydoréductase
Le complexe II catalyse le transfert de deux électrons de FADH2 à l’ubi-
quinone lors de l’oxydation du succinate en fumarate. Contrairement au
complexe I, cette réaction n’est pas couplée à un flux de protons et le com-
plexe II ne sera pas considéré dans la suite de cette étude.

Succinate + CoQ −−→ Fumarate + CoQH2

Complexe III : Ubiquinone-cytochrome c réductase
Les ubiquinols CoQH2 produits au niveau des complexes I et II trans-
portent les électrons vers le complexe III. Ce dernier transfère les électrons
de l’ubiquinol au deuxième transporteur mobile situé dans l’espace inter-
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membranaire, le cytochrome c. Ce complexe fonctionne comme une pompe
à protons et deux protons sont relâchés dans l’espace inter-membranaire.

CoQH2 + 2Cyt c3+ −−→ CoQ + 2H+ + 2Cyt c2+

Complexe IV : Cytochrome c oxydase
Après avoir été réduit par le complexe III, le cytochrome c transporte les
électrons jusqu’au complexe IV. Ce dernier catalyse la réduction de l’O2 en
H2O par quatre électrons. Ce transfert d’électrons consomme quatre protons
qui sont libérés dans l’espace inter-membranaire.

4Cyt c2+ + O2 + 4H+ −−→ 4Cyt c3+ + 2H2O

Dans des conditions normales, c’est-à-dire dans des tissus complètement
oxygénés et en l’absence de pathologie mitochondriale, la cytochrome c oxy-
dase est totalement oxydée.

Fig. 4.1 – Représentation schématique de la chaîne respiratoire
mitochondriale et de la phosphorylation oxydative. Le passage des
électrons au travers des complexes I, III et IV est couplé à la for-
mation d’un gradient de protons. Lorsque celui-ci est consommé
par l’ATP synthase, il entraîne la production d’ATP.
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4.1.1.3 Phosphorylation oxydative

Au niveau des complexes I, III et IV, le transport des électrons des coen-
zymes vers l’O2 est couplé à un mouvement de protons depuis la matrice
vers l’espace inter-membranaire. Comme la membrane interne mitochon-
driale est peu perméable aux protons, cela génère par conséquent un gra-
dient électrochimique. En effet, le mouvement de protons au travers de la
membrane interne crée un gradient de pH (la matrice devenant plus basique)
et engendre un potentiel de membrane ∆Ψm d’environ −180 mV (la face ma-
tricielle de la membrane interne étant chargée négativement). Ce gradient
électrochimique représente une force, appelée « force proton-motrice », qui
pousse les protons à retourner dans la matrice mitochondriale. Quand ceux-
ci passent au travers du complexe ATP synthase (ATPase), l’énergie libérée
est utilisée pour phosphoryler l’ADP en ATP (Fig. 4.1) [52]. Ce couplage
entre les réactions d’oxydoréduction de la chaîne de transport des électrons
et la synthèse d’ATP par la force proton-motrice est à la base de la théorie
« chimio-osmotique » émise par Mitchell dès les années 1960 [124].

Dans des conditions normales, approximativement 98% de la consomma-
tion en O2 des mitochondries est directement liée à la production d’ATP,
ce qui est communément appelé le « couplage respiratoire ». Quant aux 2%
d’O2 restants, ils aboutissent à la formation d’espèces réactives de l’oxygène
(ROS) [125]. Ainsi, bien qu’elles soient très efficaces à réduire l’O2 direc-
tement en H2O, les mitochondries sont responsables de la majeure partie
de la production de ROS au sein de la cellule. Des recherches initiées par
Chance et al. ont par ailleurs montré que les principales sources de ROS
dans le chaîne respiratoire sont les complexes I et III (Fig. 4.1) [125, 126].

4.1.2 Dysfonction mitochondriale et sepsis

Le rôle joué par les mitochondries dans l’apparition de défaillance des or-
ganes vitaux au cours du sepsis est débattu depuis plus de quarante ans.
C’est en 1971, qu’une dysfonction mitochondriale fut observée pour la pre-
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mière fois par Mela et al. dans le foie d’animaux en choc endotoxémique
[127]. Malheureusement, comme les animaux étaient en hypotension, il était
impossible de conclure si la dysfonction observée résultait d’une hypoperfu-
sion tissulaire ou bien des effets cytotoxiques de l’endotoxine.

Sujet Sepsis Tissu Altération Réf.
Rats LPS Intestin Réduction complexe IV [128]
Porcs LPS Muscles Réduction complexe IV [129]

Patients Sepsis grave ou Muscles Inhibition complexe I [122]
choc septique Diminution niveau ATP

Rats LPS Cerveau Inhibition complexe I [130]
Inhibition complexe IV

Chats LPS Foie Inhibition complexe IV [115]
Rats CLP Foie Inhibition complexe I [131]

Muscles Diminution niveau ATP
Souris CLP Cœur Inhibition complexe IV [132, 133]

Sous-expression complexe IV
Patients Morts par sepsis Foie Inhibition complexe I [134]

Inhibition complexe IV
Rats LPS Diaphragme Sous-expression complexe IV [135]

Sous-expression ATPase
Rats CLP Foie Inhibition complexe IV [44]
Rats CLP Cerveau Inhibition complexe I [136]

Cellules Sérum patients Fibroblastes Inhibition complexe I [137]
septiques Inhibition ATPase

Souris CLP Rein Sous-expression complexe IV [138]

Tab. 4.1 – Dysfonction des complexes enzymatiques mitochon-
driaux observée dans différents modèles animaux de sepsis.

Plus récemment, un grand nombre d’études scientifiques ont mis en évi-
dence une réduction significative de l’activité des complexes mitochondriaux
I et/ou IV chez des animaux en choc septique (Tab. 4.1). Les différences
observées dans la dysfonction mitochondriale proviennent certainement du
type de modèle mis en place pour induire le sepsis (animaux utilisés, type de
stress induit et sévérité du stress) et du tissu prélevé (muscle, cerveau, foie,
etc). De plus, bien qu’une attention toute particulière ait été portée pour
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limiter les effets de l’hypoxie tissulaire, cette cause ne peut être totalement
exclue dans les modèles in vivo.

Il est intéressant de noter que très peu d’études se sont intéressées à ca-
ractériser la nature des dysfonctionnements mitochondriaux et leurs consé-
quences sur les processus énergétiques cellulaires pour un organe tel que le
rein. À notre connaissance, l’équipe de P. Mayeux fut la première à signaler
une dépolarisation de la membrane mitochondriale ainsi qu’une diminution
dans la production d’ATP dans les cellules rénales de souris soumises à un
choc septique [139]. Par ailleurs, très récemment, ils ont remarqué une di-
minution significative de l’activité des complexes I et III au cours du temps
dans ces cellules rénales [140].

4.1.3 Objectif de l’étude

Comme nous l’avons rappelé dans le chapitre 3, l’ATP peut être produit
par deux voies principales dans les cellules en milieu aérobie : par la glyco-
lyse dans le cytosol et par la respiration dans les mitochondries. Les cellules
tubulaires rénales proximales possèdent un système glycolytique minimal et
dépendent presque complètement de la phosphorylation oxydative pour la
synthèse d’ATP [53]. L’étude préliminaire à cette thèse de doctorat menée
par Le Dorze et al. a d’ailleurs permis de vérifier que la respiration cellu-
laire des HK-2 est indépendante de la voie glycolytique, l’ajout de glucose
ou de glutamine dans la suspension cellulaire ne modifiant pas la vitesse de
consommation en O2 de ces cellules [99]. Nous proposons donc que l’alté-
ration de la consommation en O2 observée dans les cellules HK-2 soumises
au LPS proviendrait d’une altération de la phosphorylation oxydative mi-
tochondriale.

Cette étude essaye d’établir si l’origine du dysfonctionnement du métabo-
lisme énergétique des cellules HK-2 soumises au LPS provient d’une altéra-
tion de la fonction mitochondriale. Notamment, elle cherche à déterminer si
une perturbation au niveau du complexe I et/ou du complexe IV de la chaîne
de transport des électrons peut être à l’origine de la baisse de l’utilisation
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de l’O2 et de la production d’ATP observée dans le chapitre 3.

4.2 Méthodes expérimentales

4.2.1 Microscopie confocale et cytométrie en flux

La microscopie confocale et la cytométrie en flux sont particulièrement adap-
tées à l’étude des modifications structurelles et fonctionnelles des mitochon-
dries. La première technique permet d’obtenir des informations au niveau
de la cellule unique tandis que la seconde permet d’analyser une large po-
pulation de cellules vivantes.

4.2.1.1 Fluorescence détectée

Autofluorescence cellulaire du NADH
Les variations du métabolisme cellulaire sont associées à des variations de
la production et de la consommation du coenzyme NAD+/NADH, molécule
impliquée dans la chaîne énergétique cellulaire, via le système de transfert
d’électrons et la constitution du gradient de protons transmembranaire des
mitochondries. L’état redox de cette dernière peut alors être contrôlé en
suivant l’intensité de fluorescence du coenzyme. En effet, consécutivement à
une excitation UV, sa forme réduite (NADH) est fluorescente tandis que sa
forme oxydée (NAD+) reste non fluorescente. Par conséquent, une augmen-
tation de l’intensité de fluorescence est indicateur d’un déséquilibre de l’état
redox du coenzyme vers un état réduit NADH et donc d’une diminution de
l’activité de la chaîne de transport des électrons au niveau du complexe I et
réciproquement [141].

Notons que le signal d’autofluorescence cellulaire détecté provient à la fois
du NADH mitochondrial et du NAD(P)H cytoplasmique [142]. Il faut donc
s’assurer par des mesures de co-localisation que l’émission détectée par mi-
croscopie confocale provient essentiellement des mitochondries des cellules
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HK-2 (section 4.2.2).

Marqueurs cellulaires
Le stress oxydant global produit dans les cellules HK-2 a été étudié par
la sonde dichlorofluorescéine diacétate (DCF, Sigma-Aldrich, Belgique). La
fluorescence qui découle de son oxydation a longtemps été considérée comme
un indicateur spécifique de la présence du H2O2. Cependant, il est mainte-
nant établi que ce marqueur peut être également oxydé par d’autres ROS,
telles que .OH, .NO et ONOO– [143, 144]. Les résultats obtenus avec la DCF
sont analysés dans le chapitre 5.

Marqueurs mitochondriaux
Différents marqueurs fluorescents (tous de Molecular Probes, Life Techno-
logie, Belgique) ont été utilisés pour sonder l’activité mitochondriale des
cellules HK-2 soumises au LPS par microscopie confocale et cytométrie en
flux.

La sonde Mitotracker Green (MTG) a été utilisée pour sonder l’organisation
des mitochondries au sein des cellules. Elle réagit avec le groupement thiol
libre des résidus cystéines des protéines mitochondriales avec une très grande
affinité. Par conséquent, la concentration de cette sonde est au moins 300
fois supérieure dans la matrice mitochondriale que dans l’environnement
qui entoure cet organite. Le signal de fluorescence détecté permet alors de
localiser les mitochondries au sein des cellules HK-2 [145].

Parallèlement, la sonde cationique tétraméthylrhodamine ester (TMRE) a
été utilisée pour détecter les variations du potentiel de membrane mito-
chondrial ∆Ψm. Du fait de leur grande perméabilité membranaire et de leur
faible liaison aux membranes, ces cations sont attirés par le potentiel négatif
de la membrane interne mitochondriale et s’y accumulent d’autant plus que
le potentiel est négatif [145]. L’intensité du signal de fluorescence détecté
fournit alors une indication globale sur le fonctionnement de la chaîne de
transport des électrons.
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Finalement, le marqueur fluorescent MitoSOX Red (MSR) a été utilisé pour
révéler les ROS produites au niveau mitochondrial [146, 147]. Comme la
localisation cellulaire de ce marqueur a récemment été mise en doute [144],
il a été contrôlé par des mesures de co-localisation que l’émission détectée
par microscopie confocale était essentiellement originaire des mitochondries
des cellules HK-2 (section 4.2.2).

4.2.1.2 Protocole pour la microscopie confocale

Les cellules HK-2 sont cultivées sur des lamelles de verre dans des plaques
6 puits. À 70% de confluence, elles sont incubées avec du LPS (1 µg/ml).
Après traitement, les cellules sont rincées et incubées à 37°C dans du HBSS
(Hank’s Balanced Salt Solution, Gibco Laboratories, Belgique) contenant
100 nM de MTG et 5 µM de MSR pendant 20 min ou 20 nM de TMRE
et 20 µM de DCF pendant 10 min. De plus, pour inhiber l’activité du
complexe I, les HK-2 sont incubées 1 h avec de la roténone qui bloque de
manière spécifique l’oxydation du NADH.

Avant les expériences de microscopie, les cellules sont rincées puis plongées
dans du DMEM frais pendant 30 min. Les lamelles de verre sont alors récu-
pérées, disposées sur un socle adaptable au système optique (Attofluor cell
chamber, Invitrogen, France) et maintenues dans du HBSS. Les cellules sont
observées avec le microscope confocal inversé 1 Leica SP5−AOBS (Leica, Al-
lemagne) installé au Centre de Photonique Biomédicale de l’université Paris
Sud (Orsay, France).

Le champ d’acquisition des images est obtenu par la mise au point de l’ob-
jectif ×40 d’ouverture numérique 1.25 avec un zoom de 1. Une zone de
lamelle est choisie de telle sorte qu’un groupe homogène de cellules HK-2
de 5 à 10 unités puisse être observé dans le même plan focal. Après exci-
tation laser, l’intensité de fluorescence de deux sondes (NADH et MTG ou
MTG et MSR ou DCF et TMRE) est alors enregistrée séquentiellement.

1. Un bref résumé des principes de fonctionnement du microscope confocal se trouve
dans la référence [148].
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Le tableau Tab. 4.2 reprend les conditions d’excitation et de détection de
la fluorescence des marqueurs. Après acquisition, les images confocales ont
une taille de 512 × 512 pixels enregistrées en 12 bits et sont analysées avec
le logiciel Image J.

Marqueurs NADH MTG DCF MSR TMRE
Ex./Em. 339/460 490/516 498/522 510/580 549/574

Laser UV Argon Argon Argon Argon
λex,laser 364 488 488 516 543

Fenêtre de détection 420-480 495-535 495-535 570-620 570-620
Code couleur Bleu Vert Rouge Vert Rouge

Tab. 4.2 – Conditions d’excitation et de détection des marqueurs
fluorescents NADH, MitoTracker Green (MTG), Dichlorofluoros-
céine (DCF), MitoSOX Red (MSR) et Tétraméthylrhodamine
(TMRE) lors des mesures de microscopie confocale. Les valeurs
sont exprimées en nm.

4.2.1.3 Protocole pour la cytométrie en flux

Afin de contrôler l’activité mitochondriale des cellules HK-2, des mesures
de fluorescence ont été effectuées sur un cytomètre en flux 2 FACSCalibur
(Becton Dickinson, Singapour) installé au laboratoire Immunology Lab de
l’université technologique de Nanyang (Singapour).

Comme pour les expériences de microscopie confocale, après le traitement
au LPS, les cellules HK-2 sont incubées à 37°C dans du HBSS contenant
100 nM de MTG et 5 µM de MSR pendant 20 min. Les cellules sont rincées,
collectées et remises en suspension dans du HBSS avant d’effectuer l’analyse
par cytométrie en flux. Les fluorescences du MTG (FL1) et du MSR (FL2)
sont collectées au travers de filtres passe-bande 532/45 et 590/35 respecti-
vement et les données acquises sont analysées avec le logiciel CellQuest.

2. Un bref résumé des principes de fonctionnement du cytomètre en flux se trouve dans
la référence [148].
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Comme les échantillons contiennent simultanément deux marqueurs fluo-
rescents, le chevauchement de leur spectre d’émission et l’attribution de
plages de longueurs d’onde pour la détection de leur fluorescence dans un
photomultiplicateur (PMT) nécessitent l’emploi de compensations électro-
niques de fluorescence afin de soustraire la superposition des deux signaux de
fluorescence. Sans compensation de fluorescence, les fluorochromes peuvent
émettre de la lumière dans une plage de longueurs d’ondes captée par un
PMT qui ne leur est pas destiné. Il en résulte qu’un signal dans un PMT1
peut provoquer un signal dans un PMT2 sans qu’aucun événement ne soit
positif pour la couleur destinée au PMT2. Le système de compensation
permet alors de soustraire artificiellement la fluorescence détectée dans le
PMT2. Chaque pourcentage de compensation est ainsi déterminé par l’ana-
lyse des cellules simplement marquées par les différentes sondes. L’ordre de
grandeur de ces compensations était typiquement FL1 -5% FL2 et FL2 -25%
FL1.

4.2.2 Co-localisation des marqueurs fluorescents

Des mesures de co-localisation ont été effectuées pour s’assurer que les fluo-
rescences du NADH et du MitoSOX Red, détectées par microscopie confo-
cale, provenaient principalement des mitochondries.

Après enregistrement d’images par microscopie confocale, l’évaluation de
la co-localisation permet de déterminer si deux marqueurs fluorescents (le
NADH ou le MitoSOX Red d’une part et le MitoTracker Green d’autre
part) sont détectés au même endroit. Statistiquement, cela signifie qu’à la
résolution utilisée, il ne peut être exclu que les deux marqueurs soient au
même endroit.

4.2.2.1 Conditions expérimentales

Pour effectuer des expériences de co-localisation, les images enregistrées
doivent répondre à deux critères :
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1. Être en mode confocal, c’est-à-dire que le diamètre du diaphragme de
détection, placé dans le plan focal image de l’objectif du microscope,
doit correspondre au diamètre de la tache d’Airy au foyer de l’objectif.

2. Avoir le même signal pour les deux images de fluorescence des deux mar-
queurs, c’est-à-dire que les images doivent être dans la même gamme
d’intensité et que la taille du voxel (pixel tridimensionnel) doit être dé-
terminée à partir des lois d’échantillonnage.

Pour les expériences de co-localisation, les cellules HK-2 sont observées
en utilisant un objectif ×63 d’ouverture numérique 1.4. Pour chaque co-
localisation, le zoom est optimisé pour obtenir le meilleur échantillonnage
par rapport à la résolution du microscope confocal dont la limite principale
provient du phénomène de diffraction. D’après le théorème de Shannon-
Nyquist et les lois d’Abbe, la résolution latérale dxy et la résolution axiale
dz nécessaires à la prise d’images sont obtenues à partir des équations sui-
vantes :

dxy = 0.4 λem

2.3 NA

dz = 1.4 λem

2.3 NA2

où λem est la longueur d’onde d’émission de fluorescence et NA, l’ouverture
numérique de l’objectif [149]. Ces conditions de co-localisation appliquées
aux trois marqueurs fluorescents sont reprises dans le tableau Tab. 4.3.

Co-localisation NADH/MTG MSR/MTG
λem,moy 480 nm 516 nm

Résolution latérale dxy = 68.6 nm dxy = 73.7 nm
Résolution axiale dz = 149.1 nm dz = 160.3 nm

Zoom 7.03 6.63
z-stack 0.15 µm 0.16 µm

Tab. 4.3 – Conditions expérimentales pour la co-localisation des
marqueurs NADH et MitoTracker Green (MTG) d’une part et
MitoSOX Red (MSR) et MTG d’autre part.

105



4.2. Méthodes expérimentales

4.2.2.2 Quantification de la co-localisation

L’analyse de la co-localisation est réalisée en utilisant JACoP, un plug-in qui
tourne sous le logiciel ImageJ et développé par Bolte et Cordelières [149]. Il
s’agit d’une approche statistique globale qui effectue une analyse reposant
sur une corrélation d’intensités. Cette méthode statistique est basée sur la
détermination du coefficient de Pearson.

Fig. 4.2 – Construction d’un fluorogramme.
A : Images confocales (zoom 7.03) du réseau mitochondrial des
cellules HK-2 utilisées pour la co-localisation du NADH avec le
marqueur mitochondrial MTG suivant le canal bleu (a), le canal
vert (b) et les deux canaux (c). Les sites de co-localisation appa-
raissent en cyan dans l’image (c).
B : Dans le fluorogramme, l’intensité d’un pixel du canal bleu
est utilisée comme coordonnée x et l’intensité d’un pixel du canal
vert est utilisée comme coordonnée y. La droite obtenue à partir
de la régression linéaire de la distribution apparaît en rouge sur
le graphique.
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Coefficient de Pearson
Une manière simple d’évaluer la co-localisation est de tracer les nuances de
gris des pixels d’une image (canal bleu pour le NADH et canal rouge pour le
MSR) par rapport à l’autre (canal vert pour le MTG). On obtient alors un
diagramme de distribution des pixels, appelé fluorogramme, que l’on ajuste
avec une fonction linéaire (Fig. 4.2).

L’étendue de la distribution par rapport à son interpolation linéaire est es-
timée par un coefficient de corrélation, appelé coefficient de Pearson (PC).
Bien que la pente de l’approximation linéaire informe sur le taux d’associa-
tion des deux marqueurs, le coefficient de Pearson nous fournit une estima-
tion sur l’exactitude de cette approximation. Comme la relation existante
entre les deux signaux peut avoir une corrélation forte, faible, inexistante,
négative ou positive, le coefficient de Pearson varie entre -1 (exclusion), 0
(pas de corrélation) et 1 (co-localisation totale) [150].

L’évaluation de la co-localisation, en se basant uniquement sur le coefficient
de Pearson, peut être ambiguë car sa valeur dépend fortement du bruit
de fond et des variations dans l’intensité de fluorescence. En pratique, des
coefficients compris entre -0.5 et 0.5 ne permettent pas de conclure.

Approche de Costes
L’approche de Costes est une comparaison statistique qui exclut la co-
localisation de pixels attribuée à la chance. Cette analyse est basée sur
la randomisation de l’image du second signal (canal vert) et sur l’évaluation
de son coefficient de Pearson PCr par rapport à l’image du premier signal
(canal bleu) (Fig. 4.3).

En répétant un grand nombre de fois cette étape (2000 fois), il est possible
d’obtenir une gaussienne représentant la répartition de toutes les valeurs
des PCr estimées par la chance. Le PC de l’image non randomisée est alors
comparé avec ces PCr et la signification (p-value) est calculée. Cette p-value
est inversement corrélée à la probabilité d’obtenir un tel PC par chance
[151]. Ainsi, lorsque la valeur initiale de PC est suffisamment éloignée de
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la gaussienne des PCr (p-value ≥ 95%), elle est parfaitement exploitable
et quantifie de manière non biaisée la situation de co-localisation des deux
marqueurs fluorescents.

Fig. 4.3 – Principes de la méthode de Costes.
L’image de fluorescence du NADH (a) obtenue par microscopie
confocale est comparée à celle obtenue avec le MTG (b) et sa
version randomisée (c). Le coefficient de Pearson PC obtenu en
comparant l’image du NADH et celle du MTG est de 0.759 tan-
dis que celui obtenu avec l’image randomisée PCr est de 0. Le
coefficient de Pearson PC n’est donc pas dû à la chance (p-value
de 100%) et il existe une co-localisation partielle mais forte entre
le NADH et le MTG.

4.2.3 Méthodes biochimiques

Les mesures biochimiques de l’activité mitochondriale des cellules HK-2
nécessitent de fractionner les cellules en 3 parties : cytosolique, membranaire
(plus débris) et mitochondriale.

4.2.3.1 Isolement des mitochondries

Après le traitement au LPS, les cellules HK-2 sont fractionnées suivant un
protocole de centrifugation différentielle. Pour ce faire, les cellules sont rin-
cées, collectées et soumises à des centrifugations à 4°C, de plus en plus
rapides, dans du tampon spécifique permettant l’isolement des mitochon-
dries : 1 fois 10 min à 200 × g , 1 fois 10 min à 1000 × g et 1 fois 15 min
à 14000 × g (suivies de 2 × 10 min à 14000 × g pour rinçage). Avant la
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deuxième centrifugation, les cellules sont broyées sur glace à l’aide d’un pot-
ter pour faciliter l’extraction des mitochondries. À la fin du protocole, les
fractions contenant le cytosol (fraction 1) et celles contenant les mitochon-
dries (fraction 2) sont conservées à -80°C jusqu’aux prochaines analyses 3.

4.2.3.2 Relargage du cytochrome c

Le cytochrome c est un élément essentiel de la chaîne de transport des
électrons transférant les électrons entre le complexe III et le complexe IV des
mitochondries. Par ailleurs, sa libération dans le cytosol est un indicateur
d’une perturbation de l’activité de la chaîne respiratoire et est impliquée
dans l’initiation de l’apoptose cellulaire [152].

Les concentrations de cytochrome c dans les fractions 1 et 2 des cellules
HK-2 traitées au LPS sont mesurées par immunofluorescence indirecte (Cy-
tochrome c (human) ELISA kit, Enzo Life Science, Belgique). Brièvement,
les deux fractions 1 et 2 sont introduites dans une plaque 96 puits coatée
avec un anticorps monoclonal spécifique au cytochrome c. L’anticorps ap-
proprié et les substrats sont ajoutés dans chaque puits selon le protocole du
kit et la densité optique à 405 nm est lue sur un lecteur de microplaques
Multiskan (Thermo scientific, Belgique). Les concentrations en cytochrome
c sont ensuite calculées à partir d’une courbe standard.

4.2.3.3 Activité de la cytochrome c oxydase

L’activité de la cytochrome c oxydase est analysée dans la fraction 2 des
cellules HK-2 traitées au LPS en utilisant un kit de détection (Cytochrome c
oxidase assay kit, Sigma-Aldrich, Belgique). Brièvement, ce dosage colorimé-
trique est basé sur la quantification de la décroissance au cours du temps de
l’absorbance du ferrocytochrome c due à son oxydation par le complexe IV.
La cinétique est suivie sur un lecteur de microplaques Multiskan (Thermo
scientifique, Belgique).

3. La fraction contenant les membranes n’est pas utilisée.
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4.3 Résultats

4.3.1 Effet du LPS sur le réseau mitochondrial

Les images de fluorescence du marqueur MTG montrent que les mitochon-
dries des cellules HK-2 sont organisées suivant un réseau de forme ovoïde
avec une structure multi-ramifiée (Fig. 4.4 A-a). Cette distribution ne semble
pas être affectée par le traitement au LPS (Fig. 4.4 A-b).

Par ailleurs, la quantification 2D de l’intensité de fluorescence ne révèle pas
de variations significatives du signal de fluorescence obtenu après le traite-
ment au LPS (Fig. 4.4 B). Ceci est confirmé par l’analyse de cytométrie en
flux qui ne montre aucune variation dans la quantité totale de mitochondries
par cellule après le traitement au LPS, quel que soit le temps d’incubation
(Fig. 4.4 C).

4.3.2 Effet du LPS sur l’activité de la chaîne de transport des
électrons

4.3.2.1 Complexe I non affecté

L’influence du LPS sur l’activité du complexe I des mitochondries des cel-
lules HK-2 a été étudiée au travers de la détection de l’autofluorescence du
NADH par microscopie confocale.

Pour s’assurer que le dispositif expérimental était suffisamment sensible
pour quantifier un déplacement de l’équilibre redox NAD+/NADH, les cel-
lules HK-2 ont été incubées 1 h avec 1 µM de roténone, un inhibiteur spéci-
fique de l’activité du complexe I mitochondrial [153]. Comme l’illustrent les
Fig. 4.5 A-b et 4.5 B, l’intensité de fluorescence du NADH est effectivement
augmentée de manière significative à la suite du traitement avec la roténone.
Cette variation est la conséquence de l’inhibition de l’activité du complexe
I et de l’accumulation de l’état réduit du coenzyme NADH.
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Fig. 4.4 – Effet du LPS sur l’organisation et le nombre des mito-
chondries dans les cellules HK-2.
A : Images confocales de l’intensité de fluorescence du marqueur
MTG dans les cellules HK-2 sans traitement (a) et après 6 h de
traitement au LPS (b).
B et C : Évolution de l’intensité du signal de fluorescence du mar-
queur MTG au cours du temps dans les cellules HK-2 traitées au
LPS mesurée par microscopie confocale (110 cellules ont été ana-
lysées dans 3 expériences indépendantes) et par cytométrie en
flux (n = 6) respectivement.
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Fig. 4.5 – Évolution de l’état redox des mitochondries des cellules
HK-2 traitées au LPS.
A : Images confocales de l’intensité de fluorescence du NADH
dans les cellules HK-2 sans traitement (a), après 1 h de traitement
avec la roténone (b), après 6 h (c) et 24 h (d) de traitement au
LPS.
B : Évolution de l’intensité du signal de fluorescence du NADH
au cours du temps dans les cellules HK-2 traitées au LPS mesurée
par microscopie confocale. 150 cellules ont été analysées dans 4
expériences indépendantes.
**, P ≤ 0.005.
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Par ailleurs, les mesures de co-localisation montrent qu’il existe une co-
localisation partielle forte entre le NADH et le marqueur MTG (Fig. 4.6).
En effet, les spectres de fluorescence du NADH et du MTG se recouvrent
(code couleur cyan) avec un coefficient de Pearson de 0.75 ± 0.09 (p-value
de 100%) dans les cellules contrôles (Fig. 4.6 A-a) et de 0.75 ± 0.07 (p-value
de 100%) dans les cellules traitées au LPS (Fig. 4.6 A-b).

Fig. 4.6 – Réseau mitochondrial des cellules HK-2 observées par
microscopie confocale (zoom 7.03) sans traitement (a) et après 6 h
de traitement au LPS (b). Les codes couleur bleu et vert utili-
sés correspondent respectivement à l’émission de fluorescence du
NADH et du marqueur MTG . Les sites de co-localisation appa-
raissent en cyan. 100 cellules ont été analysées dans 4 expériences
indépendantes.

Cependant, après 6 h et 24 h de traitement au LPS, aucune variation de
l’intensité du signal de fluorescence du NADH n’est observée dans les cellules
HK-2 (Fig. 4.5 A-c, Fig. 4.5 A-d et Fig. 4.5 B).

4.3.2.2 Fuite des électrons

L’effet du LPS sur le transport des électrons dans la chaîne respiratoire
mitochondriale a été étudié en incubant les cellules HK-2 avec le marqueur
fluorescent MSR.

Dans un premier temps, les mesures de co-localisation montrent qu’il existe
une co-localisation quasi totale entre le marqueur MSR et le marqueur MTG
(Fig. 4.7). En effet, les spectres de fluorescence du MSR et du MTG se re-
couvrent (code couleur jaune) avec un coefficient de Pearson de 0.91 ± 0.03
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(p-value de 100%) dans les cellules contrôles (Fig. 4.7 A-a) et de 0.92 ± 0.04
(p-value de 100%) dans les cellules traitées au LPS (Fig. 4.7 A-b).

Fig. 4.7 – Réseau mitochondrial des cellules HK-2 observées par
microscopie confocale (zoom 6.63) sans traitement (a) et après 6
h de traitement au LPS (b). Les codes couleur rouge et vert uti-
lisés correspondent respectivement à l’émission de fluorescence
des marqueurs MSR et MTG. Les sites de co-localisation appa-
raissent en jaune. 20 cellules ont été analysées dans 2 expériences
indépendantes.
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Fig. 4.8 – Évolution de l’intensité du signal de fluorescence du
marqueur MSR au cours du temps dans les cellules HK-2 traitées
au LPS mesurée par cytométrie en flux.
n = 6 ; *, P ≤ 0.05.
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Les mesures de cytométrie en flux ont par ailleurs montré que l’oxydation du
MSR est significativement augmentée de 15% dans les cellules traitées 6 h
(P = 0.03) et 24 h (P = 0.04) avec le LPS, révélant ainsi une surproduction
de ROS au niveau des mitochondries (Fig. 4.8).

Il est intéressant de noter qu’un signal de fluorescence provenant de MSR
est détecté dans les cellules contrôles, suggérant une production basale de
ROS par les mitochondries (Fig. 4.7). Ces ROS proviennent sûrement des
sous-produits générés par le métabolisme cellulaire [154].

4.3.2.3 Relargage cytosolique du cytochrome c

Après 6 h et 24 h de traitement au LPS, la concentration cytosolique du
cytochrome c est significativement plus élevée dans les cellules traitées que
dans les cellules contrôles (Fig. 4.9). En effet, elle atteint 7.8 ± 5.1 × 104

pg/107 cellules (P = 0.05) et 4.2±2.4×104 pg/107 (P = 0.08) dans les cellules
traitées respectivement 6 h et 24 h avec du LPS, comparé à 1.3 ± 1.2 × 104

pg/107 cellules dans les échantillons contrôles.

4.3.2.4 Inhibition de la cytochrome c oxydase

Corrélativement à ces perturbations détectées au niveau du complexe III,
l’activité de la cytochrome c oxydase diminue significativement de 60% dans
les cellules HK-2 traitées 6 h (P = 0.01) et 24 h (P = 0.02) avec du LPS
(Fig. 4.10).

4.3.3 Effet du LPS sur la phosphorylation oxydative

Dans le dispositif expérimental mis en place pour la microscopie confocale,
les perturbations de la phosphorylation oxydative ont été détectées en sui-
vant les variations dans l’intensité du signal de fluorescence du TMRE.
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Fig. 4.9 – Concentrations du cytochrome c respectivement détec-
tées dans le cytosol et les mitochondries des cellules HK-2 traitées
au LPS.
n = 6 ; *, P ≤ 0.05.
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Fig. 4.10 – Analyse de l’activité de la cytochrome c oxydase dans
les cellules HK-2 traitées au LPS.
n = 4 ; *, P ≤ 0.05 ; *, P ≤ 0.005.
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Fig. 4.11 – Effet du LPS sur la polarisation membranaire mito-
chondriale ∆Ψm des cellules HK-2.
A : Images confocales de l’intensité de fluorescence du marqueur
TMRE dans les cellules HK-2 sans traitement (a), après 1 h (b),
6 h (c) et 24 h (d) de traitement au LPS.
B : Évolution de l’intensité du signal de fluorescence du marqueur
TMRE au cours du temps dans les cellules HK-2 traitées au LPS
mesurée par microscopie confocale. 210 cellules ont été analysées
dans 4 expériences indépendantes.
**, P ≤ 0.005.
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Cette investigation a révélé une perte significative de 60% du signal de fluo-
rescence du TMRE dans les cellules HK-2 après 6 h et 24 h de traitement au
LPS (Fig. 4.11), traduisant une dépolarisation importante de la membrane
interne mitochondriale.

4.4 Discussion et conclusion

L’hypothèse de l’hypoxie cytopathique semble être de plus en plus privilé-
giée pour expliquer l’apparition d’une défaillance d’organe lors du sepsis.
Elle postule que l’interruption de la phosphorylation oxydative des mito-
chondries est à l’origine de l’incapacité des cellules à utiliser l’oxygène pour
produire l’ATP nécessaire à son métabolisme [45, 116]. Sur la base de la
littérature récente, cette hypothèse a déjà été vérifiée lors du sepsis pour
des organes essentiels tels que le foie et le cœur mais pas encore pour le rein
[115, 132]. Le modèle expérimental élaboré au cours de cette thèse a permis
de vérifier cette hypothèse.

Dans un premier temps, l’analyse effectuée par microscopie confocale et
cytométrie en flux a démontré que le LPS n’induit pas de perturbation
tant dans l’organisation que dans le nombre de mitochondries dans les cel-
lules HK-2 durant les 24 premières heures du traitement. Pourtant, d’autres
études ont montré que les mitochondries des cellules de tissus animaux sep-
tiques présentaient des dommages ultra-structurels, tels qu’un gonflement
ou une raréfaction du nombre de crêtes [115, 138]. La différence entre nos ob-
servations et celles des autres études peut s’expliquer par le fait que les obser-
vations n’ont pas été faites dans les mêmes conditions de viabilité cellulaire.
En effet, dans ces autres études, les altérations structurelles mitochondriales
étaient détectées alors que les tissus présentaient une très forte proportion
de cellules apoptotiques. Il est maintenant bien établi que l’apoptose est
accompagnée de profondes perturbations morphologiques et fonctionnelles
au niveau des mitochondries [155, 156]. Il est donc impossible de conclure
si les altérations mitochondriales sont dues au stress inflammatoire ou au
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déclenchement de l’apoptose. Dans les cellules HK-2 de notre modèle, les
altérations mitochondriales ont été examinées avant l’apparition des phéno-
mènes apoptotiques (Fig. 3.13) et peuvent être, dès lors, attribuées au stress
induit par le LPS.

Bien qu’aucune modification du réseau mitochondrial n’ait été observée,
cette étude a montré néanmoins que l’activité fonctionnelle des mitochon-
dries des cellules HK-2 était altérée par le traitement au LPS. Nous avons
alors cherché à localiser et à caractériser les perturbations présentes dans la
chaîne respiratoire mitochondriale. En suivant l’intensité du signal de fluo-
rescence provenant majoritairement du coenzyme NADH mitochondrial, il
a été montré que l’activité du complexe I ne semble pas être affectée par
le traitement au LPS. Par contre, l’activité de la cytochrome c oxydase est
significativement inhibée par ce traitement et s’accompagne de la libération
du cytochrome c dans le cytosol des cellules HK-2. Le passage du cytochrome
c dans le cytosol va déclencher une cascade de réactions qui aboutissent à
l’activation de caspases, qui sont des protéines directement responsables du
phénomène apoptotique [152]. Cette dernière observation est donc en bonne
cohérence avec la détection de cellules HK-2 apoptotiques lors du traitement
au LPS.

Corrélativement, une surproduction de ROS (par rapport à un cycle mito-
chondrial normal) a été détectée au niveau des mitochondries des cellules
HK-2 traitées au LPS, révélant ainsi une fuite d’électrons au niveau de la
chaîne respiratoire. Depuis longtemps, les mitochondries sont considérées
comme étant la principale source de ROS dans les cellules. Les électrons
de la chaîne respiratoire s’échappent des complexes I et III et interagissent
avec l’O2 pour former l’anion superoxyde O·–

2 . Celui-ci peut ensuite géné-
rer d’autres ROS, telles que le peroxyde d’hydrogène H2O2 (réaction de
dismutation 2.5) et le radical hydroxyle .OH (réaction de type Fenton 2.3)
[123, 125, 157]. Comme nous le verrons dans le chapitre 5, ces ROS produites
au niveau des mitochondries peuvent participer et maintenir le dysfonction-
nement énergétique des cellules HK-2.
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Cette production mitochondriale de ROS pourrait expliquer pourquoi le
changement de l’état redox du NADH n’a pas pu être détecté au niveau du
complexe I des cellules HK-2. Malgré l’inhibition possible du complexe I et
l’accumulation associée de sa forme réduite, le coenzyme a pu être oxydé
par les sous-produits radicalaires, tels que les radicaux peroxyl et thyl [71],
empêchant alors l’observation attendue de l’augmentation de l’intensité de
fluorescence correspondant à une inhibition du complexe I et à l’accumula-
tion de sa forme réduite.

Le flux d’électrons entre les complexes mitochondriaux I à IV, qui fournit
l’énergie nécessaire pour transférer les protons au travers de la membrane
interne mitochondriale à l’origine de la production d’ATP, est donc en partie
interrompu par le traitement au LPS. Par conséquent, la phosphorylation
oxydative est perturbée et se traduit par une baisse significative du potentiel
de membrane mitochondrial ∆Ψm ainsi qu’une forte diminution du niveau
d’ATP dans les cellules HK-2 stressées. L’ensemble de ces mécanismes est
repris dans la Fig. 4.12.

Globalement, l’inhibition de l’activité de la cytochrome c oxydase, la dissi-
pation de ∆Ψm et la diminution de la production d’ATP sont les preuves
d’une interruption de la phosphorylation oxydative dans les cellules HK-2
traitées au LPS. Ce résultat est cohérent avec le fait que le LPS induit une
diminution de la consommation en O2 des cellules HK-2. De cette façon, le
mécanisme d’hypoxie cytopathique semble tout à fait envisageable pour ex-
pliquer l’incapacité des cellules rénales à extraire l’oxygène disponible pour
produire de l’ATP pendant une inflammation.

En extrapolant ces résultats au cas clinique, on peut supposer que la dé-
faillance mitochondriale est à l’origine de la défaillance énergétique observée
dans le rein lors du sepsis. Par ailleurs, la libération du cytochrome c dans
le cytosol des cellules rénales participe à l’initiation des phénomènes apop-
totiques observés à un stade ultérieur du traitement au LPS. Cette mort
cellulaire est un autre mécanisme à prendre en compte pour expliquer la
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survenue des lésions rénales au cours du sepsis.

Fig. 4.12 – Représentation schématique du mécanisme d’hypoxie
cytopathique appliqué à notre modèle expérimental. Le traite-
ment au LPS induit une interruption de la phosphorylation oxy-
dative des mitochondries des cellules HK-2 qui se traduit par
différentes perturbations au niveau du complexe III (fuite des
électrons et libération du cytochrome c), du complexe IV (inhi-
bition) et de l’ATP synthase (sous-production d’ATP).
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CHAPITRE 5

Stress oxydant cytosolique et
impact mitochondrial

Les espèces réactives de l’oxygène (ROS) sont issues de la production initiale
d’anion superoxyde (O·–

2 ) et de monoxyde d’azote (.NO). Étant donné leur
caractère fort oxydant, leur production est finement régulée pour maintenir
leur concentration à un niveau non délétère pour la cellule. En effet, en
faibles quantités, ces espèces jouent des rôles centraux dans la signalisation
cellulaire. Par contre, lorsque leur production est incontrôlée ou que les
systèmes de régulation sont défaillants, la quantité de ROS augmente et
une situation communément appelée « stress oxydant » s’installe [71, 158].

Au cours du sepsis, ce stress oxydant apparaît comme un des facteurs es-
sentiels du développement des altérations tubulaires et de la défaillance
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rénale [60, 79]. Cependant, les ROS pourraient être également des média-
teurs de choix dans le dysfonctionnement de la signalisation cellulaire qui
sous-tend l’action du stress inflammatoire vis-à-vis des mitochondries [159].
Les candidats les plus souvent proposés pour endosser ce rôle de messagers
intracellulaires sont le .NO produit par les NO synthases et les ROS géné-
rées par les NADPH oxydases [34, 160]. À l’heure actuelle, de nombreuses
questions subsistent encore concernant la traduction des réactions radica-
laires impliquant le .NO, l’O·–

2 et leurs dérivés en un signal de messagerie
cellulaire.

Le dernier volet de cette thèse de doctorat a consisté à comprendre comment
le stress LPS subit par les cellules HK-2 est transmis aux mitochondries et
se traduit par une inhibition de la phosphorylation oxydative. Cette étude
a permis de mettre en évidence le rôle joué par le .NO et les ROS comme
inhibiteurs de la chaîne respiratoire et d’établir une relation entre ce stress
oxydant et l’activation d’enzymes spécifiques, telles que la NOS inductible
et l’isoforme 4 de la NADPH oxydase [160, 161].
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5.1 Avant-propos

5.1.1 Stress oxydant et dysfonction mitochondriale

Si la mitochondrie est considérée comme l’une des principales sources de
ROS intracellulaires, elle en est aussi la principale cible. De nombreuses
études rapportent l’existence d’une corrélation positive entre d’une part les
altérations mitochondriales et d’autre part l’augmentation du stress oxydant
dans les tissus endommagés au cours du sepsis (Tab. 5.1). Deux médiateurs
ont été le plus souvent retenus et seraient à l’origine du dysfonctionnement
mitochondrial induit lors du sepsis : le monoxyde d’azote (.NO) et l’anion
superoxyde (O·–

2 ) [162, 163].

Le .NO est reconnu comme étant une molécule de signalisation potentielle
dans le contrôle de la respiration cellulaire. Il est capable de l’inhiber en
prenant la place de l’O2 au niveau de la cytochrome c oxydase [164]. La
réaction du .NO avec ce complexe mitochondrial est rapide (de quelques
millisecondes à quelques secondes) et réversible. Cependant, à haute concen-
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tration, le .NO réagit avec l’O·–
2 pour former le peroxynitrite (ONOO–). Ce

dernier peut interagir de manière irréversible avec les différents composants
de la chaîne respiratoire et induire des dommages oxydatifs dans l’envi-
ronnent mitochondrial [73, 164].

Le ONOO– peut, en effet, inhiber le complexe I, le complexe II et l’ATP
synthase par des mécanismes d’action qui ne sont pas encore complètement
élucidés. L’inhibition du complexe I impliquerait des réactions de type S-
nitrosylation, celle du complexe II serait plutôt la conséquence du déplace-
ment du fer des centres fer-sulfure tandis que l’inactivation de l’ATP syn-
thase s’effectuerait par des réactions de nitration sur des résidus aromatiques
[73, 165]. De manière importante, le ONOO– peut réagir irréversiblement
avec les différentes sous-unités de la cytochrome c oxydase en les réduisant
et en bloquant ainsi le transfert des électrons nécessaire à la réduction de
l’O2 [166].

Modèle de sepsis Dysfonction mitochondriale Médiateur Réf.
Patients septique Inhibition complexe I .NO [122]
Rats et CLP Inhibition complexe I iNOS [167]
Rats et CLP Inhibition complexe I .NO [131]

Diminution niveau ATP
Souris et CLP Inhibition chaîne respiratoire iNOS [168]
Rats et CLP Inhibition complexe IV O·–

2 [44]
Relargage cytochrome c

Rats et LPS Dépolarisation membranaire mitoROS [43]
Fibroblastes et Inhibition complexe I H2O2 [137]
sérum septique Inhibition ATPase

Tab. 5.1 – Médiateurs de l’altération mitochondriale dans diffé-
rents modèles de sepsis.
ATPas, ATP synthase ; CLP, Cecal Ligation and Puncture ; mito-
ROS, ROS mitochondriales.
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5.1.2 Source extra-mitochondriale de ROS

En dehors des mitochondries, il existe d’autres sources intracellulaires de
ROS, telles que les NADPH oxydases, les xanthine oxydases et les NO syn-
thases. Ces enzymes cytosoliques génèrent des espèces oxydantes qui, dans
leur limite de diffusion, propagent leurs effets aux mitochondries [71]. Les ré-
actions chimiques dans lesquelles interviennent les espèces radicalaires sont
reprises dans la Fig. 5.1.

Fig. 5.1 – Mécanismes de formation des ROS à partir de la pro-
duction initiale de monoxyde d’azote .NO et d’anion superoxyde
O·–

2 par la NO synthase et la NADPH oxydase. Illustration tirée de
[169].
MPO, myéloperoxydase (enzyme peroxydase surtout présente
dans les neutrophiles) ; SOD, superoxyde dismutase.

Dans le rein, deux enzymes potentielles peuvent être à l’origine de la pro-
duction cellulaire du .NO et de l’O·–

2 , à savoir la NOS inductible et l’isoforme
4 de la NADPH oxydase respectivement [170, 171].

5.1.2.1 iNOS

Le .NO endogène est synthétisé par voie enzymatique à partir des NO syn-
thases (réaction 2.1) qui existent sous trois isoformes différentes : neuronale
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(nNOS), endothéliale (eNOS) et inductible (iNOS). Contrairement aux deux
premières qui existent à un niveau basal, iNOS n’est normalement pas ex-
primée. Son expression est induite par des médiateurs de l’inflammation,
tels que les cytokines, le LPS et les ROS. Une fois exprimée, iNOS est conti-
nuellement active et stimule, de manière importante, la production de .NO
sur une durée plus longue que ne le font les autres NOS [161].

Caractéristique de iNOS rénale
Contrairement à ce qui est trouvé dans d’autres organes, iNOS est exprimée
de façon constitutive dans la médulla rénale et dans les tubules contournés
proximaux [170, 172]. Bien que le rôle de cette enzyme n’ait pas encore
été étudié dans la régulation du transport des néphrons, il semblerait que
l’expression basale de iNOS et sa production associée de .NO participent
au maintien de l’intégrité et de la viabilité des cellules épithéliales rénales
[173]. Par contre, lors d’une inflammation, la surexpression de iNOS jouerait
un rôle majeur dans l’établissement d’un stress oxydant et l’apparition des
altérations tubulaires rénales [22, 64, 121].

5.1.2.2 NADPH oxydase 4

La NADPH oxydase est une enzyme transmembranaire qui catalyse la ré-
duction mono-électronique de l’O2 en O·–

2 suivant la réaction :

NAD(P)H + 2 O2 −−→ NAD(P)+ + H+ + 2 O·−
2 . (5.1)

D’abord décrite dans les cellules phagocytaires, la NADPH oxydase est un
complexe multimèrique présent de façon constitutive dans toutes les cel-
lules [171]. Dans les cellules phagocytaires, l’activité de la NADPH oxy-
dase n’existe qu’après une stimulation immunitaire et provoque la libéra-
tion d’O·–

2 à l’extérieur des cellules. Dans les cellules non-phagocytaires, au
contraire, il existe une activité basale, souvent d’une moindre importance,
qui participe à la génération d’O·–

2 dans le cytoplasme des cellules. Ces ra-
dicaux semblent jouer un rôle de second messager qui influence la voie de
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signalisation redox des cellules. Cependant, en proportion trop importante,
ils contribuent à la génération d’un stress oxydant [174].

Localisation subcellulaire et assemblage
Dans les cellules phagocytaires, la production d’O·–

2 par la NADPH oxydase
nécessite la formation d’un édifice macromoléculaire qui ne devient actif
qu’après l’assemblage de plusieurs protéines sur la composante catalytique
de l’enzyme, à savoir le flavocytochrome b558 localisé dans la membrane
cellulaire. Ce composant membranaire est un hétérodimère, constitué de
deux sous-unités gp91phox et p22phox, auquel vient s’ajouter au moins quatre
autres sous-unités cytosoliques : p47phox, p67phox, p40phox et Rac (Fig. 5.2
A). C’est au sein de cet assemblage qu’a lieu une succession de transfert
d’électrons de part et d’autre de la membrane jusqu’à l’accepteur final,
l’O2, qui est alors réduit en O·–

2 [175].

Il est intéressant de noter que le modèle de formation de la NADPH oxy-
dase dans les cellules phagocytaires est principalement membranaire et ne
permet pas d’expliquer la capacité des NADPH oxydases non phagocytaires
à produire de manière constitutive une quantité basale d’O·–

2 à l’intérieur
des cellules non stimulées. Une étude récente sur la NADPH oxydase de
cellules endothéliales a permis de fournir des pistes quant à la formation
du complexe enzymatique dans les cellules non phagocytaires. Il semble-
rait que la majorité des sous-unités de la NADPH oxydase soient exprimées
et présentes à l’intérieur de la cellule plutôt qu’au niveau de la membrane
plasmique. Ces sous-unités, déjà pré-assemblées, seraient fonctionnelles et
capables de générer des O·–

2 . Dans ce modèle, le cytosquelette fournirait la
structure nécessaire au complexe enzymatique pour s’assembler et se stabi-
liser [176].

Caractéristique de la NADPH oxydase rénale
Dans la NADPH oxydase phagocytaire, gp91phox est la sous-unité cataly-
tique principale de l’enzyme. Ce sont des homologues de gp91phox, nommés
NOX (pour NADPH oxydase), qui sont exprimés dans les cellules non pha-
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gocytaires [177]. Notamment, un homologue nommé NOX 4 a été découvert
dans le rein. Cette protéine présente 39% de similitude avec gp91phox (nom-
mée également NOX 2) et est une source rénale de production d’O·–

2 (Fig.
5.2 B).

Fig. 5.2 – Représentation schématique de la structure de NOX
2 et NOX 4. A : L’activation de NOX 2 par un stimulus in-
flammatoire implique la translocation des sous-unités cytosoliques
p47phox, p67phox, p40phox et Rac sur la composante catalytique
de l’enzyme constitué des deux sous-unités NOX 2 (gp91phox) et
p22phox. B : Les processus d’activation de NOX 4 sont toujours
sous investigation. Illustration inspirée de [12, 15].
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NOX 4 semble être impliquée à la fois dans la régulation des processus
physiologique et physiopathologique du rein. D’un côté, elle interviendrait
dans la synthèse d’érythropoïétine et dans la régulation de la prolifération
cellulaire, de l’autre, elle serait un médiateur important des phénomènes
apoptotiques [171, 178].

Par ailleurs, des études ont montré qu’il existait une interaction directe
entre le récepteur TLR4 et la NADPH oxydase dans des cellules de rein
embryonnaire humain, la région terminale COOH de NOX 4 interagissant
avec le domaine TIR du récepteur [179]. NOX 4 serait donc impliquée dans
la transduction du signal par la génération de ROS lors d’un stress cellulaire
induit par LPS.

5.1.3 Objectif de l’étude

Malgré les preuves de plus en plus nombreuses montrant que les dommages
oxydatifs des mitochondries jouent un rôle important dans le développement
de la défaillance rénale induite par le sepsis, les mécanismes sous-jacents
n’ont pas encore été entièrement élucidés. Notamment, de nombreuses ques-
tions restent ouvertes concernant la relation existant entre la production cel-
lulaire de ROS et le dysfonctionnement mitochondrial des cellules rénales. Il
n’a pas encore été montré comment la production de ROS pouvait être tra-
duite en un signal redox à caractère de messager intracellulaire. Par ailleurs,
on ignore toujours si la génération des ROS apparaît avec la dysfonction mi-
tochondriale ou bien si elle la précède et induit cette dysfonction.

L’étude que nous avons menée a exploré les voies de signalisation intra-
cellulaires possibles qui sous-tendent l’action du LPS et qui conduisent à
une altération de la respiration des cellules HK-2. Il est apparu, dans un
premier temps, que l’induction d’enzymes inflammatoires, telles que iNOS
et NOX 4, était reliée à la production cytoplasmique du NO· et de l’O·–

2
à l’origine d’un stress oxydant cellulaire. Par la suite, l’utilisation d’anti-
oxydants a permis de mettre en évidence l’implication de ce stress oxydant
dans le dysfonctionnement des mitochondries des cellules HK-2 traitées au
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LPS. Finalement, l’ensemble des résultats semblent révéler que le médiateur
principal de l’altération mitochondriale est le peroxynitrite ONOO–, espèce
oxydante issue de la réaction du NO· avec l’O·–

2 .

5.2 Méthodes expérimentales

5.2.1 Détection de protéines

En biologie moléculaire, l’ADN est le support stable et transmissible de l’in-
formation génétique qui définit les fonctions biologiques d’un organisme. Il
est transcrit en ARN qui n’a qu’une vie temporaire. Ce dernier assure soit
une fonction structurale, soit une fonction enzymatique, ou soit une fonction
de transport de l’information génétique. L’ARN de type messager (ARNm)
est traduit en protéines par le ribosome. Après plusieurs modifications struc-
turelles, ces protéines peuvent exercer finalement leur activité. La présence
d’une protéine dans une cellule peut donc être détectée à plusieurs niveaux
de sa synthèse : par sa transcription ARNm, sa traduction protéique ou son
activité fonctionnelle.

5.2.1.1 Électrophorèse et western blot

Principe
L’électrophorèse consiste à séparer les protéines cellulaires les unes des
autres selon leur poids moléculaire pour déterminer l’identité et la pro-
portion de chacune d’entre elles. Elle se base sur la migration des particules
chargées, placées sous l’influence d’un champ électrique, au travers d’un gel
de polyacrylamide en présence de sodium dodécylsulfate (SDS-PAGE).

Afin de rendre les protéines accessibles à la détection par anticorps, elles
sont transférées depuis le gel sur une membrane de nitrocellulose. Cette
dernière est placée face-à-face avec le gel et un courant électrique permet aux
protéines chargées de migrer depuis le gel vers la membrane en conservant
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l’organisation relative qu’elles avaient dans le gel. Ce transfert est ce qui
s’appelle communément « western blot » [180].

La détection consiste à sonder la membrane pour la protéine d’intérêt avec
des anticorps, liés ensuite à une enzyme émettant un signal photométrique.
Généralement, la détection de la protéine d’intérêt s’effectue en deux étapes.
L’incubation avec l’anticorps, dit primaire, permet de rechercher spécifique-
ment la protéine d’intérêt. Le deuxième anticorps, dit secondaire, se lie spé-
cifiquement à l’anticorps primaire et permet de révéler la protéine d’intérêt
sur la membrane.

Protocole
Les cellules HK-2 traitées avec le LPS sont récupérées afin d’y rechercher et
d’y quantifier les protéines iNOS, NOX 4 et actine (référence) par électro-
phorèse et western blot. Brièvement, une quantité égale de protéines (20 µg)
est séparée dans un gel 7.5% SDS-PAGE puis transférée sur une membrane
nitrocellulose. Les parties de la membrane correspondant aux poids molécu-
laires des protéines d’intérêt sont incubées respectivement avec les anticorps
primaires spécifiques. Les anticorps primaires anti-iNOS et anti-NOX 4, pro-
duits respectivement chez le lapin et la chèvre, provenaient de Santa Cruz
Biotechnology (USA) et les anticorps primaires anti-actine, produits chez la
souris, provenaient de Millipore (USA). Après rinçage, les bandes obtenues
au western blot sont révélées grâce aux anticorps secondaires HRP conju-
gués et détectées par une méthode de chimiluminescence. La quantification
est ensuite effectuée à l’aide du logiciel Image J.

5.2.1.2 qPCR

Principe
La transcription inverse suivie de réaction en chaîne par polymérase quanti-
tative (qPCR) est une méthode d’amplification d’ADN qui permet de quan-
tifier l’expression initiale de gènes pris individuellement. Après avoir extrait
l’ARN messager d’un tissu à étudier, la réaction de qPCR commence par un
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cycle de transcription inverse pour synthétiser l’ADN codon (ADNc) à par-
tir de l’ARNm. Puis, des amorces spécifiques d’un gène servent à amplifier
l’endroit du génome auquel on s’intéresse (Fig. 5.3). L’accumulation de ces
unités génétiques est alors mesurée en temps réel par l’utilisation de colo-
rants fluorescents ou de la méthode TaqMan qui se base sur la propriété de
transfert d’énergie de résonance de fluorescence (FRET) 1. À chaque cycle
de PCR, l’intensité de fluorescence est lue et enregistrée. Cette méthode
quantifie donc le nombre de molécules d’ADN double brin, et par compa-
raison avec une gamme-étalon, d’en déduire la quantification du nombre de
molécules d’ADNc et donc d’ARNm dans l’échantillon [181].
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Fig. 5.3 – Principe de la technique de qPCR. Dans une première
étape, les ARN messagers sont rétro-transcrits en ADN codons
par une transcriptase inverse en présence d’une amorce spécifique.
Dans une seconde étape, un petit fragment de l’ADN codon est
amplifié par PCR à l’aide d’amorces sens et anti-sens spécifiques
en présence de molécules fluorescentes.

Protocole
La quantité d’ARN messagers exprimés pour iNOS a été estimée par des
expériences de qPCR. Brièvement, l’ARN total des cellules HK-2 traitées
au LPS est purifié en suivant les indications fournies par RNeasy Mini Kit
(Quiagen, Canada) puis quantifié par son pic d’absorption UV. L’ARNm

1. Brièvement, la fluorescence d’un colorant est supprimée par transfert d’énergie à
une autre molécule fluorescente proche, qui émet alors à une longueur d’onde différente.
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est alors rétro-transcrit en suivant les indications fournies par High Capa-
city cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Canada). Les
amorces spécifiques pour iNOS et pour l’actine (TaqMan Gene Expression
Assays, Applied Biosystems, Canada) sont utilisées pour l’amplification de
l’ADNc par Taqman Universal Universal Master Mix II (Applied Biosys-
tems, Canada). La qPCR est réalisée en 40 cycles de températures succes-
sifs (95°C, 15s ; 60°C, 60s) dans un thermocycleur (DNA Thermal Cycler,
Perkin-Elmer, Canada).

5.2.2 Spectroscopie

5.2.2.1 Spectroscopie RPE et piégeage de spin

La méthode de piégeage de spin consiste à utiliser un composé diamagné-
tique, le piégeur de spin, qui réagit avec le radical libre de courte durée de
vie pour donner naissance à un radical de stabilité plus grande, l’adduit
de spin, observable par spectroscopie de résonance paramagnétique électro-
nique (RPE) en mode stationnaire :

R· + piégeur de spin −−→ adduit de spin. (5.2)

Nous avons utilisé cette méthode pour essayer de détecter et d’identifier les
ROS produites par les cellules HK-2 lors du traitement au LPS. Pour être
efficace en milieu cellulaire, cette technique doit néanmoins remplir certaines
conditions :
– Le piégeur de spin utilisé doit être lipophile pour pénétrer en grande

quantité à l’intérieur des cellules.
– Le piégeur de spin doit également avoir une cinétique de réaction suffisante

avec l’espèce à piéger pour ne pas lui laisser le temps de réagir uniquement
avec son environnement.

– Le temps de vie de l’adduit de spin formé doit être assez long pour auto-
riser sa détection.
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Pour détecter le radical .OH très réactif en milieu cellulaire (k= 109-1010

M−1s−1 pour toutes cibles cellulaires), nous avons choisi le piégeur de spin
α-(4-Pyridyl 1-oxyde)-N-tert-butylnitrone (POBN, Enzo Life Sciences, Bel-
gique) pour sa capacité à franchir les membranes cellulaires. Ce piégeur
de spin réagit très vite avec le radical .OH pour former un adduit de spin
POBN-·OH de très courte durée de vie (<1 min). Cependant, en présence
d’éthanol, le POBN réagit avec le radical .OH pour former l’adduit de spin
POBN-Ethoxy. de durée de vie beaucoup plus longue. Le spectre RPE ap-
paraît alors sous la forme de 3 doublets (aN = 15.7 G ; aH = 2.7 G).

.OH + POBN −−→ POBN−·OH k≈ 3 10 9M−1s−1

.OH + CH3CH2OH −−→ CH3C·HOH + H2O k−−1.8 10 9M−1s−1

CH3C·HOH + POBN −−→ POBN−Ethoxy· k−−3.1 10 7M−1s−1

Pour détecter le radical .NO, nous avons choisi le piégeur de spin N-methyl-
D-glucamine dithiocarbamate (MGD, Enzo Life Sciences, Belgique). En pré-
sence de fer, le .NO forme une liaison de coordination avec Fe2+ pour former
un complexe stable .NO-Fe2+(MGD)2. Le spectre détecté par RPE apparaît
sous la forme d’un triplet à température ambiante (g = 2.04 et aN = 12.5
G) [182].

.NO + Fe2+(MGD)2 −−→ .NO−Fe2+(MGD)2 k≈ 4 10 8M−1s−1

Tests préliminaires
Pour s’assurer de la sensibilité des piégeurs de spin choisis, les radicaux .OH
et .NO ont été produits artificiellement en solution aqueuse et en présence
des cellules HK-2 non traitées, respectivement par une réaction Fenton et
par un donneur spontané de .NO (SIN-1). Les spectres RPE étaient enre-
gistrés par un spectromètre de RPE Brucker EMX Micro fonctionnant à 9.5
GHz. Les couples POBN/Ethanol et MGD/Fe2+ ont effectivement piégé ces
radicaux en milieu aqueux (Fig. 5.4 a et 5.5 a). En présence des cellules, le
signal RPE est toujours présent bien que son amplitude soit fortement di-
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5. Stress oxydant cytosolique et impact mitochondrial

minuée (Fig. 5.4 b et 5.5 b), ce qui nécessite de travailler à des puissances et
des gains électroniques élevés. Le fait que les radicaux soient produits à l’ex-
térieur des cellules alors que les piégeurs de spin diffusent à l’intérieur, peut
expliquer cette diminution dans l’amplitude des spectres RPE. Par ailleurs,
la durée de vie des adduits de spin est peut être fortement diminuée dans
un environnement très oxydant.
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Fig. 5.4 – En présence d’éthanol, le piégeur de spin POBN ré-
agit avec le radical hydroxyle .OH, produit artificiellement par
réaction Fenton, en milieu aqueux (a) et en présence des cellules
HK-2 (b). Le spectre RPE de l’adduit de spin POBN-Ethoxy. ap-
paraît sous la forme de trois doublets. En empêchant la réaction
de Fenton de se produire (c), le spectre disparaît.
Gain = 103 ; Modulation d’amplitude = 1 G.

Traitement au LPS
L’ajout des piégeurs de spin dans les cellules HK-2, pendant ou après le
traitement au LPS, avant ou après la récupération des cellules, n’a pas
permis d’obtenir de spectres RPE et donc de détecter les radicaux produits.
Le rapport entre les constantes de vitesse de formation des radicaux et des
adduits de spin n’est peut-être pas favorable à la détection. Par ailleurs,
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la durée de vie des adduits de spin en milieu cellulaire n’est peut-être pas
suffisante comparée à la durée du traitement au LPS (1 h à 24 h). Nous
avons donc eu recours à d’autres techniques de spectrophotométrie.
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Fig. 5.5 – En présence de Fe2+, le piégeur de spin MGD réagit
avec le radical .NO, produit artificiellement à partir du donneur
spontané de .NO SIN-1, en milieu aqueux (a) et en présence
des cellules HK-2 (b). Le spectre RPE de l’adduit de spin NO-
Fe2+(MGD)2 apparaît sous la forme d’un triplet. En empêchant
la réaction de complexation (c), le spectre disparaît.
Gain = 5 103 pour (a) ; Gain = 105 pour (b) et (c) ; Modulation
d’amplitude = 3.5 G.

5.2.2.2 Spectrophotométrie

Test au réactif de Griess
En normoxie, le .NO réagit avec l’O2 suivant les réactions :

2.NO + O2 −−→ N2O4
H2O
−−−→ NO−

2 + NO−
3 (5.3)

.NO + NO2 −−→ N2O3
H2O
−−−→ 2 NO−

2 + 2 H+ (5.4)
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5. Stress oxydant cytosolique et impact mitochondrial

Les produits finaux stables de ces oxydations en milieu biologique sont l’ion
nitrite NO–

2 et l’ion nitrate NO–
3. La production de .NO peut donc être

indirectement évaluée en détectant ces produits dérivés avec le réactif de
Griess.

Brièvement, le milieu dans lequel sont cultivées les cellules HK-2 est collecté
à la fin du traitement au LPS pour y déterminer la concentration d’ions
NO–

2. Ce dosage est effectué à partir d’un kit commercial (Nitric Oxide
(total) detection kit, Enzo Life Sciences, Belgique). Dans un premier temps,
les ions nitrates NO–

3 sont convertis en ions NO–
2 par une nitrate réductase.

Les ions NO–
2 sont ensuite révélés par la réaction avec le réactif de Griess

qui produit un colorant rouge. L’absorption à 540 nm de cette solution est
alors mesurée par un lecteur de microplaques Multiskan (Thermo scientific,
Belgique).

Test au Nitro Bleu de Tétrazolium
Après le traitement au LPS, la concentration d’O·–

2 produit par les cellules
HK-2 est déterminée à partir de la réaction de ce radical avec le Nitro bleu
Tétrazolium (NBT) pour former le colorant bleu formazan. L’absorption à
650 nm de cette solution est aussi mesurée par un lecteur de microplaques
Multiskan (Thermo scientific, Belgique).

5.2.3 Utilisation d’antioxydants

Pour s’assurer que l’action du LPS sur les cellules rénales HK-2 est corrélée
à une surproduction de ROS, nous avons vérifié que l’utilisation d’anti-
oxydants lors du traitement au LPS (de 6 h) permettait un recouvrement
partiel de l’activité mitochondriale. Pour ce faire, nous avons investigué,
sur l’activité de la cytochrome c oxydase et sur le potentiel de membrane
mitochondrial, l’action de trois antioxydants (tous de Enzo Life Sciences,
Belgique) :
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5.3. Résultats

1. 1400W, un inhibiteur spécifique de iNOS humain ;

2. L-glutathion réduit (GSH), un inhibiteur de l’.OH (et du H2O2) [71] ;

3. ebselen (EBS), un inhibiteur de ONOO– (et du H2O2) [81].

5.3 Résultats

5.3.1 Le LPS induit l’expression de iNOS et la production de .NO

La détection de la protéine iNOS par électrophorèse et western blot n’a pas
été concluante dans les cellules HK-2 traitées au LPS. Après révélation des
bandes, le contraste était assez faible, le bruit trop important et nous n’avons
pas pu identifier avec certitude le poids moléculaire des protéines détectées.
Nous avons donc décidé d’utiliser la méthode de qPCR pour mesurer la
possible expression de iNOS dans les cellules HK-2.
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Fig. 5.6 – Induction de l’expression ARNm de l’enzyme iNOS au
cours du temps dans les cellules HK-2 traitées au LPS.
n = 5 ; *, P ≤ 0.05 ; **, P ≤ 0.005.
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La Fig. 5.6 montre une induction progressive de l’ARNm de iNOS dans
les cellules HK-2 traitées au LPS. L’expression ARNm de cette enzyme est
induite après 1 h de traitement, augmente dans le temps jusqu’à atteindre
trois fois sa valeur initiale après 6 h de traitement (P <0.0001) puis décroît
après 24 h d’incubation avec le LPS (P = 0.05).

Ces variations dans l’expression de l’ARNm de iNOS sont corrélées à une
augmentation de la production de .NO au cours du temps. Celle-ci atteint
50% et 70% au bout de respectivement 6 h (P <0.0001) et 24 h (p <0.0001)
de traitement au LPS des cellules HK-2 (Fig. 5.7).
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Fig. 5.7 – Quantité totale de .NO produit par les cellules HK-
2 traitées au LPS, mesurée à partir de la concentration en ions
NO–

3 et NO–
2 libérés dans le surnageant de la culture cellulaire.

L-NMMA (100 µM) a été utilisée comme bloqueur spécifique des
NOS et incubée en même temps que le LPS pour les cellules
traitées pendant 6 h.
n = 4-6 ; **, P ≤ 0.005 ; °°, P ≤ 0.005 par rapport aux cellules
traitées 6 h avec du LPS.

Il est important de noter que la production de .NO induite par le LPS
est supprimée par l’addition d’un inhibiteur de NOS (L-NMMA), ce qui
suggère fortement l’induction de ce radical par la forme active de iNOS
(Fig. 5.7). Par ailleurs, la plus faible concentration de NO–

2 détectée dans

141



5.3. Résultats

ces conditions expérimentales comparée à celles des cellules contrôles suggère
une production basale de .NO compatible avec l’expression constitutive de
iNOS par les cellules rénales contrôles.

5.3.2 Le LPS induit l’expression de NOX 4 et la production d’O·–
2

La Fig. 5.8 montre que l’expression de l’enzyme NOX 4 est régulée à la
hausse dès 3 h de traitement des cellules HK-2 avec le LPS. Par rapport aux
cellules non traitées, l’augmentation atteint 1.33 ± 0.28 (P = 0.008), 1.34 ±
0.28 (P = 0.008) et 1.36 ± 0.30 (P = 0.006) au bout de respectivement 3 h, 6
h et 24 h de traitement au LPS. Toutefois, la présence d’une concentration
suffisante (20 µM) de DPI , un inhibiteur des NADPH oxydases, permet
aux cellules HK-2 traitées pendant 6 h au LPS de retrouver un niveau
d’expression de NOX 4 comparable à celui des cellules non traitées.
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Fig. 5.8 – Analyse densitométrique de l’expression de l’enzyme
NOX 4 relativement à l’actine au cours du temps dans les cellules
HK-2 traitées par LPS effectuée par western blot.
n = 3-7 ; *, P ≤ 0.05 ; °, P ≤ 0.05 par rapport aux cellules traitées
6 h avec du LPS.
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Fig. 5.9 – Évolution de l’absorbance du formazan au cours du
temps dans les cellules HK-2 traitées par LPS.
n = 6 ; *, P ≤ 0.05 ; °, P ≤ 0.05 par rapport aux cellules traitées
6 h avec du LPS.
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Fig. 5.10 – Évolution de l’intensité du signal de fluorescence du
marqueur DCF au cours du temps dans les cellules HK-2 traitées
au LPS mesurée par microscopie confocale (section 4.2.1.2). 200
cellules ont été analysées dans 3-4 expériences indépendantes.
**, P ≤ 0.005 ; °°, P ≤ 0.005 par rapport aux cellules traitées 6 h
avec du LPS.
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.
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Fig. 5.11 – Images confocales de l’intensité de fluorescence du
marqueur DCF dans les cellules HK-2 sans traitement (a), après
6 h (b) et 24 h (c) de traitement au LPS et après 6 h de traitement
au LPS en présence de 10 µM 1400W (d) ou de 10 µM EBS (e)
ou de 100 µM GSH (f).
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Cette induction de l’expression de NOX 4 est corrélée à une augmentation
de la production de ROS dans les cellules HK-2 traitées au LPS. En effet,
l’absorbance du formazan (Fig. 5.9) ainsi que l’intensité du signal de fluo-
rescence de la DCF (Fig. 5.10 et 5.11) augmentent de manière significative à
6 h et 24 h lorsque les cellules sont traitées avec le LPS. Ce résultat indique
une surproduction cellulaire de ROS et en particulier de l’O·–

2 .

Cependant, lorsque les antioxydants 1400W, EBS et GSH sont ajoutés à la
suspension cellulaire traitée au LPS, l’intensité du signal de fluorescence de
la DCF revient à une valeur comparable à celle obtenue dans les cellules non
traitées (Fig. 5.10 et 5.11). De même, lors de l’ajout du DPI ou du GSH au
LPS, l’absorbance du formazan est similaire à celle mesurée pour les cellules
non traitées (Fig. 5.9).

Il est intéressant de noter, par ailleurs, que l’inhibition du signal d’absor-
bance par le GSH, inhibiteur du radical .OH, indique que le test NBT n’est
pas uniquement spécifique à l’O·–

2 [183].

5.3.3 Les antioxydants rétablissent l’activité mitochondriale

5.3.3.1 Récupération de l’activité de la cytochrome c oxydase

Lors de l’ajout des antioxydants au mélange cellulaire en présence de LPS,
la cytochrome c oxydase des cellules HK-2 montre une reprise significative
de son activité (Fig. 5.12).

Il est intéressant de noter que l’effet du 1400W est plus important que celui
des autres antioxydants. En effet, le 1400W permet une reprise de l’activité
de la cytochrome c oxydase de 80% par rapport aux cellules HK-2 traitées
6 h avec le LPS, tandis que l’EBS et le GSH n’induisent qu’une reprise de
l’activité de 35%.
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Fig. 5.12 – Effet des antioxydants sur l’activité de la cytochrome
c oxydase des cellules HK-2 traitées au LPS.
*, P ≤ 0.05 ; °, P ≤ 0.05 par rapport aux cellules traitées 6 h avec
du LPS.
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Fig. 5.13 – Effet des antioxydants sur la vitesse de consommation
des cellules HK-2 traitées 6 h avec du LPS. Les mesures ont été
effectuées par oxymétrie de RPE (section 3.2.3).
**, P ≤ 0.005 ; °°, P ≤ 0.005 par rapport aux cellules traitées 6 h
avec du LPS.
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Fig. 5.14 – Effet des antioxydants sur le ∆Ψm des mitochondries.
A : Images confocales de l’intensité de fluorescence du marqueur
TMRE dans les cellules HK-2 après 6 h de traitement au LPS (a)
et également en présence de 10 µM 1400W (b) ou de 10 µM EBS
(c) ou de 100 µM GSH (d).
B : Évolution de l’intensité du signal de fluorescence du marqueur
TMRE au cours du temps. 210 cellules ont été analysées dans 4
expériences indépendantes.
**, P ≤ 0.005 ; °°, P ≤ 0.005 par rapport aux cellules traitées 6 h
avec du LPS.

147



5.4. Discussion et conclusion

5.3.3.2 Amélioration de la consommation en O2

Les résultats obtenus pour l’activité de la cytochrome c oxydase sont confir-
més par les mesures d’oxymétrie de RPE. Comme exposé dans la section
3.2.3, la variation au cours du temps de la consommation en O2 des cellules
HK-2 traitées pendant 6 h avec le LPS a été comparée à celle des cellules
également incubées avec les différents antioxydants. Il est apparu que les
antioxydants 1400W d’une part et EBS et GSH d’autre part permettent
une amélioration de 45% et de 35% respectivement de la respiration des
cellules traitées au LPS (Fig. 5.13).

5.3.3.3 Rétablissement de la polarisation membranaire mitochondriale

Lorsque les cellules HK-2 sont simultanément exposées au LPS et aux diffé-
rents antioxydants, l’intensité du signal de fluorescence du TMRE retrouve
une valeur similaire à celle obtenue pour les cellules non traitées (Fig. 5.14).

5.4 Discussion et conclusion

Il est maintenant reconnu que les espèces réactives de l’oxygène prennent
part à des processus physiologiques critiques chez l’homme. Au niveau cellu-
laire, ils participent à la signalisation interne, à la régulation de la croissance
et au déclenchement de l’apoptose, tandis qu’au niveau systémique, ils par-
ticipent à des fonctions complexes telles que la défense immunitaire et la
régulation de la pression artérielle. Cependant, l’équilibre entre l’état redox
physiologique et le stress oxydant est fragile et dépend des vitesses rela-
tives de production et de dégradation des ROS. Une surproduction de ROS
engendre souvent une altération irréversible de la fonction des molécules
biologiques provoquant ainsi la majorité des effets cytotoxiques associés à
la plupart des pathologies humaines [158].

Dans le cas de la défaillance rénale induite par le sepsis, le lien entre stress
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oxydant et dysfonction mitochondriale a déjà été souligné mais les méca-
nismes sous-jacents n’ont pas encore été entièrement élucidés. Par ailleurs,
depuis quelques années, des preuves s’accumulent suggérant l’importance
des NADPH oxydases dans la production des ROS chez l’homme [159].

NOX 4 et iNOS, initiatrices du stress oxydant
De manière très intéressante, le modèle in vitro d’un stress endotoxinique
sur des cellules rénales, mis en place dans cette thèse, révèle pour la première
fois que le stress oxydant intracellulaire apparaît avant le dysfonctionnement
des mitochondries et que celui-ci est notamment induit par l’activation de
deux enzymes cytosoliques, la NADPH oxydase 4 (NOX 4) et la NO synthase
inductible (iNOS). Ces observations viennent compléter celles effectuées par
l’équipe de P. Mayeux [121, 139]. Dans un modèle in vitro de cellules rénales
soumises à du sérum murin septique, ils ont mis en évidence l’induction de
l’expression de iNOS et la production de .NO et de son dérivé ONOO–

dans les cellules après 6 h de traitement avec le sérum [121]. Cependant,
le suivi de cette production radicalaire durant les 6 premières heures du
traitement de même que la production d’O·–

2 précurseur de la formation du
ONOO– n’ont pas été détaillés. Dans une autre étude, ces mêmes auteurs
ont montré une surproduction d’O·–

2 et de ONOO– consécutivement à la
dépolarisation membranaire mitochondriale induite par le sérum septique ;
le dysfonctionnement mitochondrial a alors été décrit comme étant l’origine
du stress oxydant dans les cellules rénales [139].

Dans notre modèle, le traitement au LPS des cellules HK-2 induit l’expres-
sion rapide de iNOS (dès 1 h de traitement) associée à une surproduction
de .NO (au bout de 6 h) comme observée in vivo [22, 93] et dans d’autres
modèles cellulaires in vitro [121, 139]. Ces observations sont également en
bonne cohérence avec la surexpression de iNOS détectée dans les reins de
patients septiques [64]. Par ailleurs, l’augmentation significative de l’absor-
bance du formazan et du signal de fluorescence de la DCF (des processus
inhibés lors de l’addition au LPS des antioxydants ebselen et L-glutathion)
mettent en évidence la génération d’O·–

2 et de ses dérivés .OH et ONOO– par
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les cellules tubulaires rénales traitées au LPS. Ce stress oxydant s’explique
par l’induction de l’expression de NOX 4 détectée dans la première heure
du traitement au LPS. À notre connaissance, notre modèle révèle pour la
première fois la contribution de l’O·–

2 originaire de NOX 4 dans les lésions
tubulaires rénales.

Le stress oxydant cytosolique, perturbateur de la chaîne respiratoire
Dans notre modèle, un stress oxydant cytosolique apparaît dès la première
heure de l’action du LPS, alors que ni la consommation en O2 ni la pola-
risation membranaire mitochondriale ne sont encore affectées. Il est ainsi
raisonnable de proposer, qu’initialement, les cellules rénales utilisent l’O2
disponible pour générer des ROS qui contribueront au dysfonctionnement
de la chaîne respiratoire mitochondriale (à partir de 6 h). Cependant, il est
utile de s’interroger sur les mécanismes d’action des différents ROS produits
dans le cytosol (à savoir l’O·–

2 , le .NO et leurs dérivés) sur l’activité des mi-
tochondries. En effet, cette surproduction de radicaux libres est très proba-
blement une cause majeure des effets délétères de la fonction mitochondriale
des cellules HK-2 traitées au LPS exposés dans les chapitres précédents.

Rôle de l’O·–
2

Dans un commentaire éditorial dédié à une étude sur les lésions cellulaires
induites par l’ischémie-reperfusion cardiaque, R. Brandes a proposé un nou-
veau rôle pour la NADPH oxydase et la production cytosolique de ROS
associée dans la modulation de l’activité des mitochondries [184, 185]. Il
stipule que les O·–

2 générés dans le cytosol par les NADPH oxydases ac-
tivent les canaux potassiques ATP dépendant (mtKAT P ) de la membrane
mitochondriale interne par un mécanisme qui agirait sur les groupes sulf-
hydryles des protéines constitutives des canaux [186] 2. L’ouverture de ces
canaux mtKAT P entraîne alors un afflux électrophorétique de cations K+

dans la matrice provoquant la dépolarisation de la membrane mitochon-
driale et la génération subséquente de ROS mitochondriaux [159]. Dans ce

2. Le mécanisme par lequel l’O·–
2 ouvre les canaux potassiques n’est pas encore connu.

L’O·–
2 pourrait avoir une action directe sur les groupes sulfhydryles des protéines consti-

tutives des canaux [186].
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mécanisme, l’O·–
2 produit par la NADPH oxydase joue uniquement le rôle de

messager intracellulaire et ne participe pas au stress oxydant mitochondrial
car l’utilisation d’un inhibiteur à canaux mtKAT P empêche cette dépolari-
sation membranaire mitochondriale et la formation de ROS mitochondriaux
biologiquement actives [185]. Il aurait pu être intéressant de vérifier ce rôle
de la NADPH oxydase et de sa production associée d’O·–

2 dans notre mo-
dèle en utilisant, par exemple, ce même inhibiteur à canaux mtKAT P et en
étudiant son impact sur la polarisation membranaire mitochondriale et sur
la formation des ROS mitochondriaux.

En milieu cellulaire, la diffusion de l’O·–
2 est cependant fortement limitée

par sa dismutation en H2O2 (k ≈ 2 109 M−1s−1 en présence de SOD). Son
temps de vie est donc très court et son rayon de diffusion (estimé à 0.5
µm) trop limité pour pouvoir agir sur les mitochondries [187]. Le H2O2,
quant à lui, est stable et traverse facilement les membranes cellulaires, où
il peut initier la cascade de signalisation à travers une variété de réactions
redox, telle que l’oxydation des parties sulfhydryles des protéines à l’origine
de l’ouverture des canaux mtKAT P [188]. Par ailleurs, sa transformation
en radical hydroxyle .OH par la réaction de type Fenton, en présence de
cations métalliques (k ≈ 2 108 M−1s−1), initie la peroxydation lipidique des
membranes cellulaires. Il est donc raisonnable d’attribuer une grande partie
de la transduction du signal de l’O·–

2 par le H2O2 et le .OH. Cette hypothèse
est d’ailleurs renforcée par le rétablissement de la polarisation membranaire
des mitochondries lors de l’addition du L-glutathion au traitement LPS.

Rôle du .NO
Le .NO possède des propriétés physiques remarquables : en milieu cellulaire,
il possède un temps de vie très long (1-5 s) et est perméable aux membranes.
De ces propriétés, il découle que la propagation du .NO est rapide et non
limitée à un seul compartiment cellulaire. Il possède les qualités d’un mes-
sager dont l’effet s’arrête très rapidement dès que la source qui l’émet cesse
de fonctionner. Dans notre modèle, la production du .NO est maintenue au
cours du temps, ce qui lui permet d’interagir et d’inhiber la cytochrome
c oxydase de la chaîne de transport des électrons [164]. Le rétablissement
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de l’activité de la cytochrome c oxydase et de la consommation en O2 des
cellules HK-2 lors de l’addition du 1400W au traitement LPS corrobore ce
mécanisme.

Rôle du ONOO–

La production simultanée d’O·–
2 et de .NO dans le cytosol des cellules HK-2

favorise très certainement la formation cytosolique du ONOO–, étant donné
que sa vitesse de formation est compétitive avec celle de l’élimination de
l’O·–

2 par la SOD cytoplasmique [71]. Comme la diffusion du .NO s’effectue
facilement au travers des membranes tandis que celle de l’O·–

2 est limitée par
sa réaction avec la SOD, les sites de production du ONOO– correspondent
très certainement aux sites de production de l’O·–

2 . Grâce à sa relative sta-
bilité (en milieu cellulaire, temps de vie de 3-5 ms et rayon de diffusion de
3-4 µm supérieur à la taille des mitochondries (2-3 µm) [73, 187, 189]), le
ONOO– peut par la suite diffuser vers les compartiments mitochondriaux
et entreprendre rapidement des réactions cytotoxiques.

Le rôle du ONOO– dans l’altération de la fonction mitochondriale a été
mis en évidence par l’utilisation des antioxydants 1400W et ebselen lors du
traitement au LPS, qui permettait de rétablir la polarisation membranaire
mitochondriale nécessaire à la phosphorylation oxydative des cellules HK-2.
Rappelons que la molécule 1400W agit simultanément sur la production du
.NO et du ONOO–, tandis que l’ebselen agit plus spécifiquement sur celle
du ONOO–. L’effet plus important sur l’activité de la cytochrome c oxydase
et sur la consommation en O2 de 1400 W par rapport à l’ebselen tend à
prouver que l’inhibition du complexe IV est en grande majorité attribuée
au ONOO– et dans une moindre mesure au .NO.

Rôle du .OH
Le radical hydroxyle .OH semble également jouer un rôle dans l’inhibition
de la chaîne respiratoire. Ce radical, qui peut être généré à partir de l’O·–

2
produit soit par les NOX 4 soit par la fuite des électrons de la chaîne respira-
toire, est très réactif et a donc un rayon d’action très limité. Il apparaît dès
lors que les radicaux produits dans le compartiment mitochondrial perturbe-
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ront localement le fonctionnement de la chaîne respiratoire tandis que ceux
produits dans le cytosol participeront plus certainement aux mécanismes
conduisant à la mort des cellules par apoptose (chapitre 3), en déclenchant
notamment les réactions de peroxydation lipidique.

La mitochondrie, maintien du stress oxydant
La surproduction cytosolique de radicaux libres perturbe donc l’activité
métabolique des mitochondries des cellules HK-2 traitées au LPS. Cette
étude a notamment fait ressortir que ce stress oxydant (détecté après 1-3 h
de traitement, Fig. 5.6 et Fig. 5.8) induisait par la suite une production de
ROS par les mitochondries (détectée après 6 h de traitement, Fig. 4.8). Les
mitochondries permettent donc de maintenir le stress oxydant par la mise
en place probable de différents mécanismes.

Tout d’abord, les perturbations induites au niveau de la chaîne respiratoire
par les ROS produites dans le cytosol engendrent une fuite des électrons
(probablement au niveau du complexe III), amplifiant alors la production
d’O·–

2 et de ses dérivés (H2O2 et .OH). Ces ROS mitochondriales vont par-
ticiper au trouble respiratoire sous forme d’une boucle de rétro-action posi-
tive. Notamment, il est connu que l’O·–

2 mitochondrial peut réagir avec les
complexes fer de certains domaines enzymatiques. Par exemple, l’aconitase
mitochondriale comporte un noyau [4Fe−4S]2+ qui peut être attaqué par
l’O·–

2 , générant ainsi l’aconitase inactive [3Fe−4S]+ et libérant l’ion Fe2+.
Ce dernier peut alors réagir avec le H2O2 pour former le radical .OH par
une réaction de type Fenton [190] :

[4Fe−4S]2+ + O·−
2 −−→ [3Fe−4S]+−OO2− + Fe2+

2H+−−−→ [3Fe−4S]+ + Fe2+ + H2O2

−−→ [3Fe−4S]+ + Fe3+ + OH− + .OH.

Par ailleurs, la présence concomitante de .NO et d’O·–
2 dans les compar-

timents mitochondriaux suggère fortement la génération de ONOO– mito-
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chondrial. Ce dernier peut alors cibler les pores de transition de perméabi-
lité, qui régulent la perméabilité de la membrane interne mitochondriale, et
provoquer leur ouverture et la libération de protéines pro-apoptotiques dans
le cytoplasme [73, 163]. Cette transition de perméabilité de la membrane in-
terne pourrait expliquer la libération du cytochrome c dans le cytosol des
cellules HK-2 traitées au LPS. Celui-ci peut alors déclencher la cascade de
réactions qui aboutit au phénomène apoptotique.

Cette libération du cytochrome c dans le cytosol participe également à la
production de ROS au niveau des mitochondries en affaiblissant le système
antioxydant mitochondrial. En effet, le cytochrome c est connu pour sa capa-
cité à réagir efficacement avec l’O·–

2 formé au niveau de la chaîne respiratoire
[154]. Il régule ainsi l’état redox des mitochondries via la réaction :

Fe3+cytc + O·−
2 −−→ Fe2+cytc + O2,

la forme réduite du cytochrome c (Fe2+cytc) étant ensuite oxydée par l’O2
pour régénérer la forme oxydée du cytochrome c (Fe3+cytc) via la réaction
catalysée par la cytochrome c oxydase :

4 Fe2+cytc + O2 + 4 H+ COX−−−→ 4 Fe3+cytc + 2 H2O.

L’affaiblissement du système antioxydant mitochondrial est probablement
maintenu par l’action du ONOO–. Ce puissant oxydant peut participer à la
nitration et à l’inactivation de la SOD mitochondriale qui ne peut plus jouer
alors son rôle d’antioxydant, maintenant ainsi le stress oxydant au niveau
des mitochondries.

Globalement, il est apparu que deux mécanismes principaux sont à l’œuvre
dans la dysfonction mitochondriale à l’origine de la défaillance rénale lors
du sepsis. D’une part, les mitochondries sont la cible des ROS produites
au niveau du cytosol par NOX 4 et iNOS. L’inhibition des complexes en-
zymatiques de la chaîne respiratoire, principalement par ONOO– et .NO,
interrompt la phosphorylation oxydative et perturbe la production mito-
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chondriale d’ATP. D’autre part, après perturbation, les mitochondries de-
viennent également génératrices de ROS et participent au maintien du stress
oxydant au cours du temps. Finalement, la libération du cytochrome c in-
duite par la dépolarisation de la membrane mitochondriale, ainsi que la gé-
nération de ROS cellulaires, provoquent dans une phase ultérieure la mort
des cellules par apoptose.

Fig. 5.15 – Représentation schématique de la voie de signalisa-
tion oxydante à l’origine du mécanisme d’hypoxie cytopathique
appliqué à notre modèle expérimental.
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Malgré les progrès de la réanimation, la mortalité des patients en choc sep-
tique demeure extrêmement élevée. Cette mortalité est principalement due
aux défaillances multi-viscérales qui apparaissent au cours de la phase ini-
tiale d’état de choc proprement dit [2, 41]. Le choc septique est le résultat
d’interactions complexes entre un pathogène et le système immunitaire du
patient. Ce conflit induit une réaction inflammatoire généralisée avec un
risque de dysfonctionnement des organes conduisant au syndrome de dé-
faillance multi-viscérale [1].

La grande majorité des cas cliniques de sepsis ont pour origine les bactéries
à Gram négatif [2, 8]. Les lipopolysaccharides (LPS), présents dans la mem-
brane externe de la paroi de ces bactéries, constituent le facteur pathogène
déclencheur de la réponse cellulaire inflammatoire en activant les récepteurs
de type Toll 4 et en provoquant la production massive de cytokines pro-
inflammatoires [24, 31].
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De nombreuses études épidémiologiques indiquent que le sepsis est aujour-
d’hui la cause majeure de l’insuffisance rénale aiguë (IRA) dans les unités
de soins intensifs. Malgré les progrès dans la prise en charge des patients
en état de choc, l’incidence et la mortalité de l’IRA restent élevées [60].
Les raisons pour lesquelles cet état de choc conduit à une défaillance du
rein restent encore incertaines. Une des explications est la persistance d’une
hypoxie tissulaire malgré la restauration des paramètres hémodynamiques
macrocirculatoires (pression artérielle et débit cardiaque) et du transport
artériel en oxygène. Cette hypoxie tissulaire peut être due soit à des alté-
rations de la microcirculation [66, 68] soit à une incapacité des cellules à
utiliser l’oxygène (hypoxie cytopathique) [6, 45]. Le deuxième facteur est
difficile à discriminer du premier dans les modèles in vivo. Ainsi, pour étu-
dier spécifiquement les effets de l’inflammation inhérente au sepsis sur le
dysfonctionnement des cellules rénales, nous avons développé un modèle in
vitro d’un stress endotoxinique sur des cellules tubulaires humaines (HK-2).

L’objectif de ce projet de doctorat était d’étudier les effets délétères méta-
boliques et oxydants induits lors d’un sepsis sur la fonction rénale. L’hy-
pothèse d’une hypoxie cytopathique associée à une dysfonction mitochon-
driale a fait l’objet de nombreuses investigations pour expliquer l’appari-
tion de défaillance d’organes essentiels tels que le cerveau, le cœur et le foie
[115, 130, 132]. Cependant, il est surprenant de constater que le rein n’a pas
fait l’objet de telles études alors que sa défaillance augmente drastiquement
la morbidité et la mortalité des patients septiques. La compréhension des
mécanismes cellulaires mis en jeu dans la modulation de la respiration des
cellules rénales soumises au LPS permettrait de mieux cibler les approches
thérapeutiques dans les unités de soins intensifs. Les travaux de ce docto-
rat se sont alors articulés autour de 3 axes : le métabolisme énergétique, la
fonction mitochondriale et le stress oxydant.

Notre première investigation a permis de montrer que l’énergétique des cel-
lules HK-2 est irréversiblement perturbée lors du traitement au LPS. L’étude
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oxymétrique a mis en évidence que l’incubation des cellules HK-2 avec l’en-
dotoxine LPS induit une diminution significative de leur consommation en
O2 pour des temps d’incubation suffisamment longs (supérieurs à 6 h). Dans
des conditions de normoxie, les cellules HK-2 perdent donc leur capacité à
utiliser l’oxygène disponible. Cette sous-régulation métabolique se traduit
alors par une diminution de la production en ATP, énergie si nécessaire au
rein pour exécuter ses fonctions essentielles d’excrétion des déchets du mé-
tabolisme azoté et de production d’urine. L’hypoxie cytopathique est donc
un mécanisme fondamental à prendre en compte lors de l’altération de la
fonction rénale au cours du sepsis. À long terme, cette perturbation de l’ho-
méostasie cellulaire devient délétère car irréversible et les cellules finissent
par mourir par apoptose.

De toute évidence, notre modèle cellulaire supporte un rôle pathogène de
l’apoptose dans l’IRA septique [191]. Ainsi, le syndrome clinique classique
de défaillance rénale, à savoir la nécrose tubulaire aiguë, n’apparaît plus suf-
fisant pour décrire les conséquences du sepsis sur la filtration glomérulaire.
La voie apoptotique a sûrement été sous-estimée dans les modèles in vivo
car, d’une part, les cellules d’un tissu sont assez hétérogènes et l’apoptose
n’est pas synchronisée et, d’autre part, les cellules apoptotiques sont rapide-
ment éliminées ou phagocytées par les macrophages et les cellules voisines.
Si nous poursuivons notre investigation de la voie apoptotique dans notre
modèle in vitro, il serait intéressant de détecter, à l’instar de certains mo-
dèles d’IRA ischémique, les protéines de régulation des gènes apoptotiques,
telles que les caspases et bcl-2 [192, 193].

Comme les mitochondries jouent un rôle clé dans la régulation de l’apoptose
par la libération de facteurs pro-apoptotiques et qu’elles sont également au
cœur de la respiration cellulaire via la phosphorylation oxydative, c’est tout
naturellement que nous nous sommes intéressés au rôle qu’elles pourraient
jouer dans le dysfonctionnent du métabolisme énergétique des cellules ré-
nales soumises au LPS.
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Dans un premier temps, notre analyse par microscopie confocale et cytomé-
trie en flux a montré que les mitochondries ne subissent pas de changement
dans leur nombre et dans leur organisation lorsque les cellules HK-2 sont
traitées avec le LPS pour des temps d’incubation où le phénomène d’apop-
tose n’est pas encore observé (inférieurs à 24 h). Cependant, l’étude a clai-
rement démontré que l’activité fonctionnelle des mitochondries est, quant
à elle, fortement perturbée par le traitement au LPS. En effet, le potentiel
de membrane mitochondrial ∆Ψm est significativement diminué après 6 h
de traitement, témoignant d’une atteinte de la chaîne de transport des élec-
trons. Nous avons alors cherché à localiser et à caractériser les perturbations
présentes dans la chaîne respiratoire mitochondriale, s’intéressant tout par-
ticulièrement aux complexes enzymatiques I et IV qui semblent jouer un
rôle majeur dans l’apparition d’une défaillance d’organes (Tab. 4.1).

Dans notre modèle in vitro de défaillance rénale, il est apparu que l’inhibi-
tion de l’activité de la cytochrome c oxydase est à l’origine du dysfonction-
nement énergétique des cellules HK-2 traitées au LPS. Cette perturbation
mitochondriale induit une interruption dans le flux d’électrons entre les com-
plexes enzymatiques I à IV et donc dans le pompage des protons au travers
de la membrane interne mitochondriale. En conséquence, la phosphoryla-
tion oxydative est découplée et les mitochondries ne peuvent plus utiliser
l’oxygène disponible pour produire de l’ATP. C’est donc une « hypoxie mi-
tochondriale » qui est à l’origine de l’hypoxie cytopathique. Par ailleurs,
la dépolarisation membranaire mitochondriale qui en découle permet la li-
bération du cytochrome c dans le cytosol des cellules HK-2, confirmant le
processus d’apoptose détecté plus tard dans le traitement au LPS.

Dans la littérature, de nombreux agents endogènes ont été proposés comme
médiateurs à l’origine du dysfonctionnement de la chaîne respiratoire induit
lors du sepsis, mais surtout deux ont été retenus : le monoxyde d’azote (.NO)
et l’anion superoxyde (O·–

2 ) [162, 163]. En effet, le .NO est capable d’inhi-
ber la cytochrome c oxydase en devenant compétitif face à l’O2 [164]. L’O·–

2
pourrait stimuler les canaux potassiques ATP dépendant de la membrane
mitochondriale interne et induire une dépolarisation membranaire [184, 185].
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Par ailleurs, la présence concomitante de ces deux radicaux dans le même
compartiment cellulaire permet la formation du peroxynitrite (ONOO–).
Ce dernier peut interagir de manière irréversible avec les différents com-
posants de la chaîne respiratoire et induire des dommages oxydatifs dans
l’environnent mitochondrial [73, 164]. Ainsi, l’induction d’un stress oxydant
cytosolique permettrait d’expliquer comment le LPS transmet ces effets au
niveau des mitochondries des cellules HK-2.

Nous avons donc cherché à déterminer les mécanismes intracellulaires qui
sous-tendent l’action du LPS et qui conduisent à une altération de la respi-
ration des cellules HK-2. Il est maintenant connu que la reconnaissance du
LPS par le récepteur de type Toll TLR4 s’accompagne d’une cascade de si-
gnalisation intracellulaire qui active le facteur de transcription NF-κB [12].
Une des découvertes importante de cette thèse est la mise en évidence de
l’induction de l’enzyme cytosolique NADPH oxydase 4, en plus de l’enzyme
pro-inflammatoire NO synthase inductible déjà détectée dans des modèles
d’IRA septique [93, 121]. L’induction rapide de l’expression de NOX 4 et de
iNOS est corrélée à une surproduction cytosolique d’O·–

2 et de .NO.

De manière tout à fait intéressante, cette étude a fait ressortir que ce stress
oxydant cytosolique (détecté après 1-3 h de traitement) apparaît avant le
dysfonctionnent des mitochondries (détecté après 6 h de traitement). L’uti-
lisation d’antioxydants spécifiques lors du traitement LPS a alors permis
de rétablir partiellement l’activité mitochondriale. En effet, l’utilisation des
inhibiteurs de .NO, .OH et ONOO– rétablit en grande partie le potentiel de
membrane ∆Ψm et la respiration des cellules HK-2. En particulier, elle a ré-
vélé que le .NO et le ONOO– sont les médiateurs principaux de l’inhibition
de la cytochrome c oxydase.

Dans notre modèle, l’équilibre redox des cellules HK-2, nécessaire à son ho-
méostasie, est donc rompue en faveur d’un état pro-oxydant. Il faut néan-
moins garder à l’esprit que cet équilibre provient d’une compétition entre
la génération et l’élimination des espèces oxydantes. Une ouverture possible
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dans la continuation de ces travaux serait de contrôler si ce stress oxydant
est également corrélé à une sous-régulation des défenses antioxydantes en-
zymatiques fournis, entre autres, par la catalase, la superoxyde dismutase
cytoplasmique et la glutathion peroxydase.

Par ailleurs, notre modèle a montré, qu’après avoir été la cible des espèces
réactives de l’oxygène (ROS), la mitochondrie devient également généra-
trice de ROS. Cet organite semble maintenir le stress oxydant par différents
mécanismes. Les perturbations induites au niveau de la chaîne respiratoire
par les ROS cytosoliques engendrent une fuite des électrons (probablement
au niveau du complexe III), augmentant ainsi la production d’O·–

2 et de ses
dérivés H2O2 et .OH, et maintenant alors le stress oxydant au niveau des
mitochondries. Ces ROS mitochondriaux participent ainsi à la perturbation
de la chaîne respiratoire à la façon d’une boucle rétro-action positive.

Normalement, la production mitochondriale d’O·–
2 est majoritairement ré-

gulée par le système antioxydant MnSOD. Il aurait pu être également in-
téressant de vérifier si l’activité de cette enzyme était perturbée par le
traitement au LPS. Une étude récente (2014) effectuée par l’équipe de P.
Mayeux a d’ailleurs mis en évidence, dans un modèle in vivo de souris sep-
tique, que l’activité de la MnSOD était diminuée par un processus post-
transcriptionnel [140].

Pour conclure, l’ensemble des mécanismes qui sous-tendent l’action du LPS
sur les mitochondries sont repris dans la représentation schématique ci-après
qui tient compte des stress oxydants cytosolique et mitochondrial induits
par le LPS et leurs effets cumulatifs sur les complexes enzymatiques de la
chaîne respiratoire mitochondriale des cellules rénales.
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Représentation schématique du mécanisme d’hypoxie cytopa-
thique appliqué à notre modèle expérimental. Le traitement au
LPS induit l’expression des enzymes NOX 4 et iNOS qui génèrent
des ROS capables d’inhiber la chaîne respiratoire mitochondriale.
Après avoir été la cible des ROS, les mitochondries deviennent
également génératrices de ROS, maintenant ainsi le stress oxy-
dant à l’origine de la dysfonction mitochondriale.
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Ce projet de recherche a fait ressortir que l’apparition d’une défaillance
rénale au cours du sepsis fait intervenir des mécanismes complexes à l’ori-
gine d’un stress oxydant, d’une dysfonction mitochondriale et in fine d’une
défaillance énergétique. Au vu de ces travaux, l’hypoxie cytopathique est
une composante majeure de la physiopathologie du sepsis et du syndrome
de défaillance multi-viscérale. Ainsi, les stratégies cliniques visant à amélio-
rer la perfusion tissulaire et l’apport en oxygène devraient également tenir
compte de cette hypoxie cellulaire. À l’avenir, les efforts thérapeutiques
devraient également se concentrer sur des interventions pharmacologiques
conçues pour préserver la fonction mitochondriale et la production d’énergie
lors du sepsis.

Les thérapies antioxydantes semblent être une alternative de choix mais,
malheureusement, elles n’ont pas été particulièrement efficaces chez les pa-
tients en état de choc [194]. Une des raisons de cet échec est peut-être leur
manque de spécificité à cibler les compartiments cellulaires les plus endom-
magés par le stress oxydant, à savoir les mitochondries. Actuellement, les
recherches se concentrent sur le développement de thérapies antioxydantes
qui ciblent les mitochondries [162, 163]. Plusieurs approches sont exploitées :
délivrer l’antioxydant aux mitochondries en utilisant une molécule de vecto-
risation, administrer un antioxydant qui s’accumule naturellement dans les
mitochondries ou amplifier les défenses antioxydantes déjà présentes dans les
mitochondries [43, 140]. Cependant, le chemin est encore long et les premiers
résultats encourageants, récemment obtenus, devront être confirmés, d’une
part, dans des conditions vraiment proches de celles qui existent in vivo, et
d’autre part, dans une prise en charge réaliste des patients septiques.
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ANNEXE B

Liste des Abréviations

1400W : N-(3-(Aminométhyl)benzyl)acétamidine
∆Ψm : Potentiel de membrane mitochondrial
ATP : Adénosine-5’-triphosphate
ATPase : ATP synthase
CAT : Catalase
CcO2 : Concentration en oxygène
CD14 : Cluster de différenciation 14
CLP : De l’anglais Cecal ligation puncture
CoQ : Ubiquinone
CTRL : Contrôle
Cyt c : Cytochrome c
DCF : Dichlorofluorescéine diacétate
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DPI : Iodure de diphénylène, de l’anglais Dipheny-
lene iodonium

EBS : Ebselen
FAD/FADH2 : Flavine adénine dinucléotide
GPx : Glutathion peroxydase
GSH : Glutathion réduit
H2O2 : Peroxyde d’hydrogène
IFN : Interféron
IL : Interleukine
IRA : Insuffisance rénale aiguë
L-NMMA : NG-monométhyl L-arginine
LPS : Lipopolysaccharide
MD2 : Protéine 2 de différenciation myéloïde, de

l’anglais Myeloid differentiation 2
MSR : MitoSOX Red
MTG : MitoTracker Green
mtKAT P : Canaux potassiques ATP dépendant
MyD88 : Facteur de différenciation myéloïde 88, de

l’anglais Myeloid differentiation primary res-
ponse gene 88

NAD+/NADH : Nicotinamide adénine dinucléotide
NF-κB : Facteur de transcription nucléaire kappa B,

de l’anglais Nuclear factor-kappa B
15N-PDT : 15N-4-oxo-2,2,6,6-tétraméthylpiperidine-d16-

1-oxyl
.NO : Monoxyde d’azote
NOS : NO synthase
eNOS : NO synthase endothéliale
iNOS : NO syntahse inductible
NOX : NADPH oxydase
NTA : Nécrose tubulaire aiguë
O·–

2 : Anion superoxyde
.OH : Radical hydroyle
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B. Liste des Abréviations

ONOO– : Peroxynitrite
PAMP : Motifs moléculaires associés aux pathogènes,

de l’anglais Pathogen associated molecular
pattern

pO2 : Pression partielle en oxygène
PRR : Récepteurs de reconnaissance de motifs mo-

léculaires, de l’anglais Pattern recognition re-
ceptor

ROS : Espèces réactives de l’oxygène, de l’anglais
Reactive oxygen species

RPE : Résonance paramagnétique électronique
SDMV : Syndrome de défaillance multi-viscérale
SOD : Superoxyde dismutase
SRIS : Syndrome de réponse inflammatoire systé-

mique
TIR : Récepteur IL-1/Toll, de l’anglais Toll/IL-1

receptor
TLR : Récepteur de type Toll, de l’anglais Toll-like

receptor
TMRE : Tétraméthylrhodamine ester
TNF-α : Facteur de nécrose tumorale-α, de l’anglais

Tumor necrosis factor-α
vO2 : Vitesse de consommation en oxygène
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